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La obesidad puede estar favorecida por la desregulación en la expresión de genes que 
participan en la homeostasis energética a nivel gastrointestinal. Los mecanismos 
moleculares que participan en la expresión de estos genes requieren mayor investigación. 
 
Los estudios de obesidad en humanos presentan limitaciones metodológicas para los 
ensayos in vivo, por lo cual, se ha reconocido a la rata zucker mutante para el gen receptor 
de Leptina, como el modelo animal mejor conocido de obesidad genética y de elección 
para el estudio de enfermedades metabólicas, dado su fenotipo  similar al de la obesidad 
humana y una correspondencia del 90% en la secuencia de aminoácidos de su genoma 
con el del humano.   
 
De esta manera, el presente estudio permitió identificar nuevos genes involucrados en la 
homeostasis energética, a partir del análisis del transcriptoma obtenido por metodología 
mRNA-seq, en muestras de mucosa gástrica y de íleon de ratas Zucker magras y obesas, 
distribuidas en diferentes condiciones de alimentación y seleccionar a uno de estos genes 
como el “gen candidato” para estudiar.   
Adicionalmente, se aplicó un abordaje traslacional de los resultados obtenidos en el 
modelo animal, a un grupo de jóvenes normopeso y obesos no diabéticos, evaluando en 
ellos, el comportamiento de la proteína codificada por el “gen candidato” y su correlacion 
con parametros relacionados con la obesidad.  
Los resultados obtenidos en el presente trabajo representan un aporte a la comprensión 
de los mecanismos fisiopatológicos que podrían llevar a la obesidad tanto en el modelo 
animal de rata Zucker como en humanos. 
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Obesity may be favored by deregulation in the expression of the genes involved in energy 
homeostasis at gastrointestinal level. The molecular mechanisms involved in the 
expression of these genes are not completely defined and require further investigation. 
 
Studies on obesity in humans have methodological limitations in in vivo tests. For this 
reason, mutant zucker rats for Leptin receptor gene have been recognized as the best 
known animal model of genetic obesity, and are the first choice in studies on metabolic 
diseases, mainly due to the similarity between their phenotype and human obesity and a 
90% correspondence in the amino acid sequence of their genome.   
 
In consequence, this study allows identifying the genes involved in energy homeostasis, 
based on the analysis of the transcriptome obtained by mRNA-seq methodology in samples 
of gastric mucosa and ileum from lean and obese Zucker rats, which were distributed in 
different feeding conditions.   
Moreover, a translational approach of the results obtained in the animal model was applied 
to a group of normal weight and non-diabetic obese young people, and the serum profiles 
of the protein encoded by one of the genes identified in the transcriptome analysis of the 
Zucker rat were evaluated. 
The results obtained in this work contribute to the understanding of the physiopathological 
mechanisms that may lead to obesity in both the Zucker rat animal model and humans. 
 
Keywords: obesity, angiopoietin 4, enteroendocrine cells, energy homeostasis, 
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La obesidad  es una enfermedad crónica altamente prevalente 1.  Según la Organización 
Mundial de la Salud, para octubre del año 2017, el 39% de los adultos presentaban 
sobrepeso y el 13% avanzaron a obesidad 2.  En Colombia, según la última Encuesta 
Nacional de Situación Nutricional  (ENSIN – 2015), la prevalencia de sobrepeso en adultos 
fue de 37,7% y de obesidad de 18,7% 3.  Adicionalmente, la obesidad se relaciona con un 
incremento significativo en la morbimortalidad de la población y una carga económica 
importante para los sistemas de salud en todo el mundo, por lo que ha sido considerada 
como una prioridad en las actividades de salud pública e incentivando su investigación 4. 
 
Por tanto, el desarrollo del presente trabajo se encuentra enmarcado en una de las 
problemáticas de alto impacto en el área de la salud y busca contribuir al conocimiento 
todavía limitado, de las bases genéticas y moleculares que modulan su fisiopatología, 
como un paso previo importante en la búsqueda de alternativas efectivas para su 
tratamiento.  
 
Por otra parte, la obesidad es un trastorno poligénico y multifactorial, favorecido por la 
desregulación en la expresión de genes que son importantes para el control del balance 
energético y el peso corporal 4-5.  Específicamente, a nivel de la mucosa gástrica y de íleon, 
se han identificado la presencia de células enteroendocrinas (CEE) que expresan genes 
cuyos perfiles transcripcionales determinan la secreción de diferentes neuropéptidos 
intestinales, cuyas señales en el hipotálamo juegan un papel importante en el control del 
apetito y la saciedad, la absorción de nutrientes, el metabolismo de los lípidos y de la 
glucosa 6-7.  Actualmente, los mecanismos moleculares que participan en la expresión de 








Con base en lo anterior y teniendo en cuenta las limitaciones metodológicas para los 
estudios in vivo en humanos, en el presente trabajo se empleó el modelo animal de rata 
Zucker magra y obesa, para identificar genes involucrados en la homeostasis energética a 
nivel gastrointestinal. Estos genes fueron identificados mediante el análisis del 
transcriptoma a nivel de la mucosa gástrica y de íleon en dicho modelo animal.  
 
El estudio de dicho transcriptoma se realizó mediante la metodología de mRNA-seq 8 a 
partir de las muestras de mucosa gástrica y de íleon obtenidas de las ratas Zucker magras 
y obesas, las cuales fueron distribuidas bajo diferentes condiciones de alimentación: ad 
libitum, ayuno y realimentación.  A partir del análisis de dicho transcriptoma, se seleccionó 
una lista de genes que cumplían con ciertos criterios de selección. Tras la revisión en la 
literatura de los genes seleccionados, se escogió uno de estos genes, el cual fue llamado 
“gen candidato” y cuya expresión fue confirmada mediante técnica de PCR en tiempo real 
y con el cual se continuaron los demás análisis.  En el presente estudio, también se evaluó 
el perfil sérico de la proteína codificada por dicho gen, mediante la técnica de ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay o ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas) y 
se determinó su localización en mucosa gástrica, de íleon y tejido adiposo, mediante 
técnica de inmunohistoquímica.  
 
De acuerdo a la revisión de la literatura publicada hasta la fecha, este es el primer estudio 
que utiliza el poder de la secuenciación mRNA-seq para caracterizar el perfil 
transcriptómico en dicho modelo experimental, lo que permitió estudiar nuevos genes y 
vías involucradas en la fisiopatología de la obesidad, los cuales podrían llegar a 
representar potenciales blancos terapéuticos. 
 
El objetivo general del presente trabajo fue identificar estos genes relevantes para la 
homeostasis energética a nivel de la mucosa gástrica y de íleon en el modelo animal de 
rata Zucker magra y obesa.  Adicionalmente, mediante un abordaje traslacional de los 
resultados obtenidos en el modelo animal de rata Zucker, hacia una cohorte de hombres 








de algunos de los mecanismos fisiopatológicos que podrían llevar al desarrollo de la 
obesidad humana. 
 
Para el cumplimiento del objetivo general, se llevaron a cabo el desarrollo de los siguientes 
objetivos específicos: 1) se analizó y describió el perfil del transcriptoma de la mucosa 
gástrica y de íleon en ratas zucker magras y obesas expuestas a diferentes condiciones 
de alimentación: ad-libitum, ayuno y realimentación, 2) se identificó un grupo de genes que 
cumplieran con ciertos criterios de selección y se escogió al “gen candidato” para continuar 
con los análisis del estudio, 3) se  estudió en el modelo animal de rata Zucker magra y 
obesa, el perfíl sérico y la inmunolocalización en tejido adiposo y gastrointestinal, de la 
proteina codificada por el “gen candidato”, 4) para el abordaje traslacional a humanos, se 
evaluó  en la cohorte de jóvenes sanos normopeso y de obesos no diabéticos, el perfíl 
sérico de la proteina codificada por el “gen candidato” identificado a partir del estudio en el 
modelo animal y 5) en la cohorte de humanos, se correlacionaron los perfiles séricos de la 
proteina seleccionada, con parámetros clínicos, hormonales, bioquímicos y 
antropométricos relacionados con la obesidad . 
 
La presentación del presente trabajo se realizó con base en los dos componentes 
metodológicos empleados: en el capítulo 1 se presentan los resultados y la discusión 
correspondientes al análisis y confirmación del transcriptoma obtenido en el modelo animal 
de ratas Zucker y en el capítulo 2, se presenta el estudio realizado en la cohorte de jóvenes 
sanos normopeso y obesos no diabéticos. El cumplimiento del objetivo general se 
demuestra  a lo largo del escrito y en las conclusiones finales y el cumplimiento de los 



















1.  Introducción capítulo 1: Estudio del 
transcriptoma de rata Zucker magra y obesa 
 
La homeostasis energética es el proceso mediante el cual un organismo mantiene el 
equilibrio entre la ingesta calórica y el gasto de energía, garantizando que el peso corporal 
se mantenga en un rango adecuado.  Cuando esta respuesta adaptativa se pierde, se 
produce una acumulación excesiva de  triglicéridos en el tejido adiposo generando la 
adiposidad propia de la obesidad 9.  
 
Dentro de este sistema homeostático, el tracto gastrointestinal juega un papel fundamental 
10.  A nivel de la mucosa gástrica y del íleon, se ha identificado la presencia de células 
enteroendocrinas, las cuales expresan genes que codifican para diferentes neuropéptidos, 
los cuales ejercen un control sobre el apetito y la saciedad, la absorción de nutrientes y el 
metabolismo de lípidos y glucosa.  Dichos neuropéptidos se secretan en función del estado 
de ayuno o de alimentación del organismo, por ejemplo, a nivel de la mucosa gástrica se 
secreta Ghrelin, que constituye la única hormona con efecto orexigénico de origen 
intestinal conocida, mientras que en el íleon, se han identificado las mayores 
concentraciones de el Peptido YY (PYY), el cual ejerce un potente efecto anorexigénico, 
al inhibir la secreción del Neuropéptido Y en el hipotálamo y  juega un papel importante en 
la generación del estado de saciedad 11-12.  También a nivel del íleon se secreta el Peptido 
Similar al Glucagon – 1 (GLP-1), conocido como un potente factor incretínico (al estimular 
la secreción de insulina por las células beta del páncreas), que disminuye la ingesta de 








Adicionalmente, a nivel del íleon, se ha reconocido un mecanismo denominado “freno ileal”, 
el cual consiste en que cuando los nutrientes entran en contacto con la mucosa del ileon, 
se produce una mayor inhibición del vaciamiento gástrico y del tránsito intestinal, que 
cuando los nutrientes entran en contacto con otro segmento intestinal, aumentando 
significativamente el estado de saciedad y con potentes efectos anorexigénicos.  GLP-1 y 
PYY, secretado principalmente por el íleon, son considerados los péptidos mediadores 
para la activación del freno ileal 6,15. 
 
Se ha planteado que las alteraciones en los perfiles transcripcionales de los genes 
expresados por las células enteroendocrinas, afectan los patrones de secreción de los 
péptidos gastrointestinales que participan en el mantenimiento del balance energético 
corporal, contribuyendo de esta manera con la fisiopatología de la obesidad 9,7.  
 
El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos de una célula, tejido u organismo y 
refleja la expresión y regulación de los genes en una condición fisiológica o patológica 
determinada 8.  El análisis del transcriptoma obtenido a partir de las muestras de mucosa 
gástrica y de íleon procedentes de las ratas Zucker magras y obesas, durante diferentes 
estados nutricionales, ad libitum, ayuno y realimentación, permite identificar genes 
relevantes, cuyos perfiles transcripcionales reflejarían su participación en vías moleculares 
involucradas en la regulación del balance energético corporal.  Esto podría contribuir a 
mejorar la comprensión de los mecanismos moleculares que participan en el desarrollo de 
la obesidad y al posible diseño de terapias dirigidas a estos mecanismos, que sean 
efectivas para su tratamiento.  
 
Es una fortaleza para el presente estudio, que el transcriptoma analizado fuera obtenido 
mediante tecnología de RNA-seq, ya que permite que todo el transcriptoma sea estudiado 
de forma cuantitativa y con una medición más precisa de los niveles de expresión que otros 
métodos.  Además, permite identificar nuevos transcritos y evaluar la dinámica del 
transcriptoma en los diferentes tejidos y condiciones experimentales con muy alto 
rendimiento 8,16.  La mayoría de los estudios en obesidad que han utilizado esta 








novedosa utiliza la secuenciación por metodología de mRNA-seq, para caracterizar el 
transcriptoma a nivel gastrointestinal en el modelo experimental antes descrito. 
 
Los modelos de animales genéticamente modificados y con fenotipo magro y de obesidad, 
han sido los más empleados en el estudio de la obesidad 17-18.  El modelo animal de rata 
ofrece algunas ventajas, como la facilidad de reproducción y mantenimiento, la posibilidad 
de controlar sus factores ambientales, el acceso a diferentes tejidos diana que no son 
fácilmente obtenidos en los seres humanos y que permite un análisis fenotipifico más 
detallado y una fisiología mejor entendida y similar a la de los humanos.  Adicionalmente, 
otra gran ventaja es la disponibilidad de la secuencia completa de su genoma y de cepas 
genéticamente identificadas y definidas 19-20.   
 
Las ratas Zucker obesas son el modelo animal mejor conocido de obesidad genética y se 
caracterizan por presentar una mutación recesiva en el gen del receptor de la leptina (lepr), 
que en estado de homocigosis, determina el desarrollo de obesidad 21.  La leptina es una 
hormona producida por el tejido adiposo e importante en la regulación central del balance 
energético corporal.  Esta hormona, se libera al torrente sanguíneo en proporción a la 
cantidad de lípidos almacenados en el tejido adiposo y se une al receptor de leptina que 
se encuentra en el hipotálamo, inhibiendo la producción del peptido orexigenico 
Neuropepttido Y (NPY) y estimulando la producción del peptido anorexigénico  
Propiomelanocortina (POMC).  De esta manera, la via de señalización de leptina participa 
en el mantenimiento de la homeostasis energética, al promover un estado de saciedad que 
disminuye la ingesta de alimentos e incrementa el gasto energético corporal 22,23.   
 
Las ratas Zucker presentan una alteración en la via de señalización de leptina que conlleva 
a la desregulacion de los neuropeptidos orexigénicos y anorexigénicos a nivel cerebral y 
posterior desarrollo de la obesidad 24.   El fenotipo obeso en estos animales, se presenta 
a una edad temprana entre la tercera y la quinta semana de vida, está asociado a 
hiperfagia, alteración de la termogénesis e hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos. Así 








reproduce estrechamente la progresión de la enfermedad observada en humanos y que 
se describirán posteriormente en este documento  21,25. 
 
El modelo experimental de ratas magras y obesas bajo diferentes condiciones de 
alimentación utilizado en el presente trabajo, retoma uno de los modelos estandarizados 
para el estudio de la regulación de la homeostasis energética, ya que imita el 
comportamiento fisiológico demostrado durante el estado de ayuno y alimentación en 
humanos delgados y obesos 26,27.  
 
Los roedores magros, tienen reservas bajas de grasa y son ideales para estudiar los 
cambios rápidos que se dan en respuesta a la inanición y la restricción calórica; mientras 
que los roedores obesos, debido a los mayores depósitos de grasa, pueden sobrevivir 
periodos prolongados de ayuno antes de recurrir a otras fuentes de energía diferentes a 
los lípidos, siendo ideales para estudiar el ayuno a largo plazo y los mecanismos 
fisiopatológicos que promueven el exceso de adiposidad 28-29.   
 
En condiciones de alimentación normal (ad libitum), la utilización de energía cambia poco 
y ocurre tanto el almacenamiento como la movilización de la grasa; mientras que durante 
el ayuno y la realimentación, la utilización de la energía cambia mucho y de forma aguda, 
induciendo cambios drásticos en el metabolismo que le permitan mantener la homeostasis 
energética30. 
 
En condiciones de ayuno, la disminución en los niveles de insulina, favorecen la lipolisis 
del tejido adiposo, y con esto, la liberación de ácidos grasos libres a la sangre y su 
movilización hacia otros tejidos, para ser utilizados como combustible energético.  Esto 
requiere un incremento en la expresión de genes implicados en la lipolisis y la beta 
oxidación de los ácidos grasos durante el ayuno.  Además, se presenta una disminución 
de la lipogénesis en el tejido adiposo secundario a cambios en los principales factores de 
transcripción lipogénicos 31.  En el modelo experimental utilizado en el presente estudio, 








garantizar que el perfil transcriptómico evaluado, reflejara las condiciones de ayuno real, 
sin que se llegara a un estado catabólico del animal 30,32.  
 
Durante la realimentación, se han documentado cambios en la transcripción génica que 
incrementa los niveles de insulina. El efecto anti-lipolítico de la insulina, altera la 
movilización de los lípidos a la sangre. La insulina promueve la lipogénesis y el 
almacenamiento de ácidos grasos en el tejido adiposo, para reponer las reservas de grasa 
utilizadas durante el ayuno 33.  Esto favorece un aumento rápido en el peso y la grasa 
corporal, volviendo a la normalidad después de recuperar el tamaño y el contenido de 
adipocitos disminuido durante el ayuno y que determina la secreción de varias 
adipocitoquinas, las cuales participan en la regulación central del apetito y la saciedad 27,29. 
El estudio de la realimentación refleja la fisiología de la ingesta de alimentos que da unas 
señales de saciedad y el papel potencial de la regulación postalimentación en la 
obesidad34.  
 
De esta manera, este modelo permite comprender los efectos de la disponibilidad de 
alimentos en la dinámica transcriptómica de la mucosa gástrica y del íleon, en los patrones 
fisiológicos de alimentación que mantienen la homeostasis energética en las ratas Zucker 
magras y cuya alteración durante la respuesta a las condiciones de ayuno/alimentación en 
las ratas Zucker obesas, permite identificar factores y posibles vías biológicas que pueden 
contribuir a la fisiopatología de la obesidad. 
 
2.  Materiales y Métodos 
El diseño general del presente estudio se basó en dos componentes metodológicos:  el 
primer componente se expone a continuación en este primer capítulo, donde se 
identificaron genes involucrados en la homeostasis energética en un modelo animal de 
ratas Zucker magras y obesas expuestas a diferentes condiciones de alimentación, ad 
libitum, ayuno y realimentación y posteriormente se evaluaron los perfiles séricos y la 








de los genes seleccionados del análisis de mRNA–Seq en el modelo animal.  El segundo 
componente consiste en el enfoque traslacional a humanos de los resultados obtenidos en 
el modelo animal de rata Zucker y se expone en el capítulo 2.  
 
2.1  Animales y tejidos 
Los experimentos en animales siguieron los principios y procedimientos descritos en la 
guía del National institute of Health (NIH) para el cuidado y uso de animales de laboratorio.  
El protocolo fue aprobado por el Comité de ética en investigación animal de la Universidad 
Nacional de Colombia 35.  
 
Se emplearon ratas machos Zucker magras y obesas adquiridas de la compañía Charles 
River Laboratories International, Inc, las cuales fueron pareadas por edad (5 semanas) en 
grupos de 10 ratas y alojadas en el microaislador “Flexible Front Glovebox”, bajo 
condiciones controladas de temperatura, humedad, ciclo de luz día/noche, alimento 
(5001 - Laboratory Rodent Diet) y agua ad libitum y controlando su peso corporal cada 
tercer dia.  Los datos antropométricos de las ratas Zucker utilizadas, mostraron que las 
ratas obesas ganaron significativamente más peso que las ratas magras, principalmente a 
partir de las 7 semanas de vida, como ha sido reportado en otros estudios con este animal 
(anexo A).  
 
A las 10 semanas de vida, las ratas fueron distribuidas en tres condiciones experimentales: 
1) ratas Zucker magras (n=10) y obesas (n=10) alimentadas ad – libitum, 2) ratas Zucker 
magras (n=10) y obesas (n=10) sometidas a ayuno de 36 horas y 3) ratas Zucker magras 
(n=10) y obesas (n=10) sometidas a ayuno de 36 horas y luego realimentadas durante 15 
minutos.  Posteriormente se les practicó eutanasia por dislocación cervical, previa 
aplicación intraperitoneal de Ketamina (60 mg/kg) y Acepromacina (0,1 mg/kg) a cada 
grupo de ratas  y se tomaron muestras de sangre troncal, las cuales fueron almacenadas 








tanto gástrica como de íleon, las cuales se congelaron en nitrógeno líquido inmediatamente 
y se almacenaron a -80°C hasta los análisis moleculares. 
 
2.2  Extracción, purificación y secuenciación de ARNm 
Los tejidos fueron almacenados en reactivoTrizol y el RNA total se extrajo usando el kit 
PureLink ® RNA mini kit - Life Technologies.  La cantidad de RNA se determinó usando el 
kit Qubit ® Fluorometric Quantitiation - Life Technologies - Invitrogen y se verificó su 
integridad por electroforesis.  Se prepararon pooles y réplicas biológicas con cantidades 
equivalentes de RNA total de 5 ratas por cada condición de alimentación.  A partir de estos 
pooles, se construyeron librerias de cDNA, las cuales fueron amplificadas y sometidas a 
control de calidad y validación.  Los clusters aptos para el análisis, fueron secuenciados 
por metodología de mRNA-Seq utilizando el secuenciador Illumina HiSeq 2500 y con 
duplicado técnico por cada lectura. 
 
Los datos provenientes del proceso de secuenciamiento fueron procesados usando la 
plataforma web Galaxy  a través de dos herramientas: FastQC-ReadQC para realizar el 
control de calidad a los datos crudos y posteriormente Tophat-BOWTIE para alinear las 
lecturas secuenciadas con el genoma de Rattus Norvegicus 36.  En este punto, se generó 
una tabla de cuentas de “lecturas por kilobase de transcritos por millón de lecturas” 
secuenciadas (RPKM), a partir de la cual se inició el análisis del transcriptoma.  
 
2.3  Procesamiento de las lecturas provenientes de la 
secuenciación mediante mRNA-seq  
2.3.1  Análisis de expresión génica diferencial 
 
El análisis de calidad de los datos obtenidos del secuenciamiento con la herramienta 
FastQC-Read, habían indicado la calidad de secuenciación de las muestras (anexo B), lo 








el alineamiento de las secuencias de ARNm al genoma de referencia de Rattus norvegicus 
estaban reportadas como valores RPKM (Reads per kilobase of transcript per million 
reads), a partir de las cuales se iniciaron los análisis de expresión génica diferencial.  De 
los registros obtenidos, se tuvieron en cuenta solamente los registros que tuvieran un 
mínimo de 50 lecturas, para determinar los perfiles de expresión génica diferencial. Se 
contrastaron los registros obtenidos de los diferentes estados metabólicos (magro y obeso) 
durante las diferentes condiciones de alimentación (ad libitum, ayuno y realimentación) en 
los grupos de ratas Zucker.  Este análisis se realizó de manera independiente para la 
mucosa gástrica y de íleon. De esta manera, se identificó un subgrupo de genes 
diferencialmente expresados, según un fold change >1.8.  
 
2.3.2  Análisis de Componentes Principales 
Los valores de RPKM de los genes diferencialmente expresados, fueron transformados en 
log2 y sumarizados mediante análisis de componentes principales (ACP) utilizando el 
programa Excel Xlstat, con el propósito de contrastar los perfiles de expresión génica entre 
los diferentes tejidos sometidos a las mismas condiciones de alimentación y discriminar las 
diferentes condiciones estudiadas a partir de los perfiles de expresión obtenidos.  
 
2.3.3  Análisis de Enriquecimiento Funcional  
Para identificar los genes con función biológica relevante para los objetivos del estudio,  se 
empleó un análisis de enriquecimiento funcional usando términos ontológicos (GO) 
relacionados con el balance energético y se identificaron los grupos de genes con los 
valores de enriquecimiento más significativos (p<0.05) 37.   
 
2.3.4  Agrupación Jerárquica 
 
Con el subgrupo de genes diferencialmente expresados, se realizó de manera 








los patrones de expresión, empleando el algoritmo Self Organizing Maps (SOM) y la 
herramienta Open Source Multiexperiment Viewer, con el fin de determinar grupos de 
genes con tendencias similares en los perfiles de expresión durante las diferentes 
condiciones analizadas  en cada tejido 38,39.  
 
2.4  Selección de genes relevantes para el estudio 
Los análisis descritos previamente, permitieron hacer una  selección preliminar de genes, 
con los cuales  se realizó un alineamiento apareado con el genoma de referencia de Rattus 
norvegicus.  Se seleccionaron solamente los genes con secuencias de aminoácidos 
confirmadas (nomenclatura NP) y se estableció el porcentaje de identidad en secuencias 
de aminoácidos entre las especies Rattus norvegicus y Homo sapiens.  Para este análisis 
se usaron las herramientas BLASTp y HomoloGene disponible en la página del NCBI 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene.  
 
La selección final de genes se hizo teniendo en cuenta los siguientes criterios: 1) que los 
genes tuvieran perfiles de expresión diferencial de interés para los objetivos del estudio, 2) 
que tuvieran una función biológica relacionada con el balance energético, 3) que 
presentaran un porcentaje de identidad  ≥ 75% en la secuencias de aminoácidos entre las 
especies de Rattus norvegicus y Homo sapiens y 4) que la proteína codificada por estos 
genes fuera secretable y medible en suero por inmunoensayo.  
 
Los genes seleccionados del análisis de mRNA-seq, fueron validados con la literatura 
científica con el fin de identificar aquellos genes que pudieran tener una función relevante 
en la homeostasis energética y cuya desregulación pudiera contribuir con la fisiopatología 
de la obesidad, pero principalmente, que hubieran sido recientemente descritos y cuya 
investigación pudiera contribuir a su conocimiento y representar un aporte novedoso a la 
literatura.  Tras esta validación, se escogió el “gen candidato” para continuar con los 
estudios.  Los perfiles de expresión diferencial del gen escogido como candidato fueron 








2.5  Confirmación mediante RT-PCR 
Con el propósito de verificar los perfiles de expresión diferencial observados previamente, 
se procedió a analizar los niveles de expresión a nivel de ARNm del gen escogido como 
“candidato” mediante PCR en tiempo real.  Las muestras de mucosa gástrica y de íleon 
congeladas y almacenadas a -80°C, fueron embebidas en reactivo Trizol (1mL/100mg de 
tejido -Trizol® Invitrogen) y homogenizadas (microhomogenizador de tejidos PRO2000®), 
luego se extrajo 1,5 ug de RNA total (kit PureLink® RNA mini kit – Life Technologies), el 
cual se cuantificó por fluorescencia (kit Quibit®, Life Technologies, Invitrogen) y se verificó 
su integridad por electroforesis.  La retrotrasncripción se realizó con el kit Super Script III 
de Invitrogen y el Termociclador Thermal Cycle 1000C BIORAD, en las siguientes 
condiciones de ciclado: 37°C por 40 min, 42°C por 15 min, 96°C por 1 min y 4°C por 5 min.  
El cDNA obtenido se utilizó como templete para realizar la RT-PCR (Applied Biosystems 
7500/7500 Fast Real - CA, USA).  Para confirmar la expresión del gen escogido como 
“candidato”, se emplearon primer y sondas específicos de rata (sonda Taq Man Gene 
Expression, Thermo Fisher Scientific) y HPRT fue usado como gen housekeeping para el 
control interno (sonda # 95 para HPRT, Roche Diagnostics Gmbh Mannheim, Germany).  
Las condiciones de ciclado para la PCR fueron de 95°C por 15 seg, 60°C por 30 seg y 
72°C por 1 min durante 35 ciclos.  Los tamaños de los productos fueron confirmados por 
electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y se visualizaron por tinción con bromuro de etidio 
(Gel Doc 1000 Documentación System de Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA). Los 
datos informados en la PCR en tiempo real fueron normalizados y las expresiones génicas 
relativas de los genes seleccionados fueron calculadas usando el método 2-ΔΔCt 40. 
 
2.6  Determinación de los perfiles séricos proteicos  
Mediante metodología de ELISA se evaluaron los perfiles séricos de la proteína codificada 
por el gen seleccionado como “candidato”, tras su validación por RT-PCR.  Se emplearon 
sueros obtenidos de los diferentes grupos de experimentación en el modelo animal de ratas 








comercialmente disponibles y específicos para cada especie [Rat Angiopoietin-related 
protein 4 (Angptl4) ELISA kit-CUSABIO y Human Angiopoietin- like 4 ELISA kit-Thermo 
Fisher Scientific Inc]. Los ensayos se realizaron por duplicado y los resultados se 
expresaron de acuerdo a la curva estándar en pg/mL.   
2.7  Inmunohistoquímica  
A partir de muestras de mucosa gástrica, mucosa de íleon y tejido adiposo, procedentes 
de las ratas Zucker delgadas y obesas, fijados en bloques de formalina tamponada neutra 
al 10% y embebidos en parafina, se determinó la inmunoreactividad del Anticuerpo 
policlonal de rata Anti-Angiopoietin-like 4 antibody (ab115798) 41.  Todos los ensayos se 
realizaron en el mismo corrido y se utilizaron como controles internos, las células dentro 
del mismo tejido que no mostraban marcación al anticuerpo. 
 
2.8  Análisis Estadístico 
Los datos provenientes de mRNA-Seq y RT-PCR, se analizaron usando el software R 
(versión 3.1.1).  La comparación entre los grupos para el estudio de expresión génica se 
realizó con ANOVA de una y dos vías, seguido de la prueba de Tukey post hoc.  Para los 
otros ensayos, los valores se expresaron como la media de la desviación estándar o 
mediana (rango intercuartílico), para variables no distribuidas normalmente. Todas las 
variables se probaron para la normalidad de la distribución.  Se usó la prueba exacta de 
Fisher, t-test (valor t) para muestras independientes y ANOVA, para detectar la diferencia 
entre dos medias aritméticas.  Los valores estadísticos son presentados como *p<0.05, 











3.  Resultados en el modelo animal 
 
3.1 Caracterización del transcriptoma obtenido  
Inicialmente la base de datos obtenida del análisis del transcriptoma, estuvo compuesta 
por 39.595 registros. Tras una primera depuración de los datos, se seleccionaron solo los 
registros con mas de 50 lecturas, tras lo cual, se identificaron 11.449 registros provenientes 
de mucosa gástrica y 11.667 registros de la mucosa de íleon.  En el diagrama de Venn se 
observan genes expresados de manera específica para cada tejido, sin embargo, la 
mayoría de los genes detectados muestran expresión común entre la mucosa gástrica y 
de íleon (figura 1). 
 
Figura 1: número de genes expresados en la mucosa gástrica y de íleon de las ratas 
Zucker magras y obesas.  Diagrama de Venn que representa la distribución del número 
de genes por cada tejido analizado y la superposición entre ellos. Draw venn diagram 
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/Flanders Interuniversity Institute for 
Biotechnology (VIB). 
 
3.2  Identificación de genes relevantes para el estudio 
3.2.1  Análisis de expresión génica diferencial  
 
Tras los análisis de expresión génica diferencial a nivel de la mucosa gástrica  y de íleon 








y otro subgrupo de 55 genes en la mucosa de íleon, con la mayor expresión diferencial 
durante los diferentes estados metabólicos (magro y obeso) y de alimentación (ad libitum, 
ayuno y realimentación).  Los perfiles de expresión ARNm diferencial de dichos genes 
fueron ilustrados en los siguientes mapas de calor y de manera independiente para cada 
tejido (figuras 2 A-D). 
 
                              
A                                                                                       B   
 
Figuras 2A y 2B: mapas de calor que representan la expresión génica diferencial de 
ARNm en mucosa gástrica de las ratas Zucker.  Se evidencian los perfiles de expresión 
génica diferencial en muestras de mucosa gástrica (GM) por cada condición de 
alimentación ad libitum (AL), ayuno (Fast) y realimentación (Ref),  para las ratas Zucker 
magras (L) y obesas (F), figuras 2 A y B.  El color verde representa los genes con baja 
expresión y el color rojo los genes con expresión elevada.  Los resultados se visualizaron 
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Figuras 2C y 2D: mapas de calor que representan la expresión génica diferencial de 
ARNm en mucosa de íleon de las ratas Zucker.  Se evidencian los perfiles de expresión 
génica diferencial en muestras de mucosa de íleon (IL) por cada condición de alimentación 
ad libitum (AL), ayuno (Fast) y realimentación (Ref),  para las ratas Zucker magras (L) y 
obesas (F), figuras 2 C y D.  El color verde representa los genes con baja expresión y el 
color rojo los genes con expresión elevada.  Los resultados se visualizaron mediante el 
programa Multiexperiment Viewer. 
 
3.2.2  Análisis de Componentes Principales  
 
Para evaluar el comportamiento de los perfiles de expresión ARNm en las ratas magras y 
obesas, sometidas a las mismas condiciones experimentales, se realizó un Análisis de 
Componentes Principales con los datos obtenidos del subgrupo de genes con mayor 
expresión diferencial en cada tejido y condición experimental.  La disposición de los datos 
en este análisis, permitió evidenciar que en la mucosa gástrica los perfiles de expresión 
fueron similares durante las diferentes condiciones de alimentación, pero opuestos en 








comportamiento de los datos fue similar para las ratas magras y obesas, pero las 
variaciones se dieron en función a las condiciones experimentales de ad libitum, ayuno y 
realimentación (figura 3B). 
Figura 3A                                                          Figura 3B 
   
Figuras 3 A y B:  Análisis de Componentes Principales.  Los círculos de correlación 
correspondientes a mucosa gástrica (GM) en la figura 3A y de íleon en la figura 3B, 
muestran los eigenvalores F1 y F2 que resumen el 99,96% y 99.30% la tendencia de los 
datos respectivamente para cada tejido.  Se evidencia la oposición entre los perfiles de 
expresión observados en función a la condición metabólica magra (L) y obesa (F) en la 
mucosa gástrica y en función a la condición de alimentación ad libitum (AL), ayuno (Fast) 
y realimentación (Ref) en la mucosa del íleon. 
 
3.2.3  Análisis de Agrupamiento   
Los patrones de expresión del subgrupo de genes diferencialmente expresados que 
tuvieron un comportamiento similar, fueron agrupados jerárquicamente en 9 clusters para 
la mucosa gástrica (figura 4A) y 9 clusters para la mucosa de íleon (figura 4B).  Cada 
cluster tenía diferente densidad génica, con patrones de expresión similares entre sí, pero 
diferentes del resto de los clusters, esto permitió revelar grupos de genes con respuestas 
similares en diferentes condiciones metabólicas y de alimentación, que podrían llegar a 























































Figura 4A       









Figura 4 A y B: perfiles de expresión identificados por técnicas de agrupación en 
mucosa gástrica (figura 4A) y mucosa de íleon (figura 4B),  representados en clusters 
compuestos por subgrupos de genes que comparten el mismo patrón de expresión entre 
ellos, pero diferente con respecto al conjunto de datos analizados. En cada recuadro se 
muestra el total de genes agrupados en cada cluster.  
 
3.2.4  Análisis de Enriquecimiento Funcional   
El análisis de enriquecimiento funcional permitió identificar grupos de genes con los 
términos ontológicos mas significativamente representados (p<0.05), tanto para mucosa 
gástrica como de íleon y cuyas funciones estuvieron asociadas con la síntesis y el 
metabolismo de ácidos grasos, las vías de señalización hormonal, la generación de 
precursores metabólicos y de energía, así como los procesos de oxidoreduccion (Tablas 1 
y 2). 
 
Tabla 1: Términos Ontológicos más representativos de los clusters identificados en el total 









Tabla 2: Términos Ontológicos más representativos de los clusters identificados en el total 
de genes diferencialmente expresados de mucosa de íleon. 
 
 
Tomados en conjunto, estos análisis permitieron hacer una nueva selección preliminar de 
los genes Angptl4, Igf1r, SIK1, Tm4sF5, Fabp1 y Igfbp3, teniendo en cuenta los criterios 
de selección de genes previamente establecidos (perfiles de expresión génica diferencial 
de interés para los objetivos del estudio, función biológica relacionada con el balance 
energético, porcentaje de identidad  ≥ 75% en la secuencias de aminoácidos entre 
especies de Rattus norvegicus y Homo sapiens y cuya proteína codificada fuera secretable  
y medible en suero y tejido).  
 
3.2.5  Genes Seleccionados y validados 
A partir del análisis de mRNA-Seq y teniendo en cuenta los criterios de selección de  genes, 
se procedió a validar en la literatura científica los genes seleccionados preliminarmente. 
Esto permitió identificar al gen Angptl4, como un gen recientemente descrito en modelos 








expresión cambia en respuesta a los diferentes estados de alimentación y cuya 
desregulación se ha sugerido que puede estar involucrada en la fisiopatología de la 
obesidad 48-52.  Adicionalmente, son escasos los reportes de su expresión a nivel intestinal, 
lo cual permitiría contribuir a su conocimiento. Todo esto, aunado a una alta densidad 
transcripcional y el perfil de expresión génica diferencial en las diferentes condiciones del 
estudio, permitió su selección como “gen candidato” para continuar con los análisis.  
 
3.3  Análisis de los perfiles de expresión por RT- PCR  
La validación de la expresión de Angptl4 por RT-PCR realizada de manera independiente 
para la mucosa gástrica y del íleon, en el modelo animal de rata Zucker magra y obesa 
sometidas a las mismas condiciones de alimentación, permitió evidenciar que los perfiles 
de expresión de Angptl4 mostraron en general, un comportamiento muy semejante entre 
la mucosa gástrica y del íleon (figuras 5 A y B).   
 
Los niveles de expresión de Angptl4 cambiaron significativamente durante los diferentes 
estados de alimentación tanto para las ratas magras como obesas (p<0.05).  El patrón de 
expresión de Angptl4 entre las ratas magras y obesas durante los diferentes estados de 
alimentación fue opuesto: mientras que en las ratas magras, los niveles de expresión de 
Angptl4 aumentan durante el ayuno y permanecen bajos durante el estado ad libitum, en 
las ratas obesas, los niveles de expresión de Angptl4 permanecen bajos durante el ayuno 
y no se regulan a la baja durante el estado de alimentación (figuras 5 A y B).  Al comparar 
los niveles de expresión entre los dos grupos, los niveles de Angptl4 en las ratas obesas 
son menores durante el ayuno y mayores durante el estado alimentado, en comparación 
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Figuras 5A: Niveles de expresión ARNm de Angptl4 en mucosa de íleon de ratas Zucker, 
según su condición metabólica. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresión 
ARNm de Angptl4 en mucosa de Íleon de las ratas Zucker, durante los diferentes estados de 
alimentación y discriminados por su condición metabólica magra (Lean) u obesa (Obese). El 
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Figuras 5 B: Niveles de expresión ARNm de Angptl4 en mucosa gástrica de ratas Zucker, 
según su condición metabólica. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresión 
ARNm de Angptl4 en mucosa gástrica de las ratas Zucker, durante los diferentes estados de 
alimentación y discriminados por su condición metabólica magra (Lean) u obesa (Obese). El 
significado estadístico está indicado por p <0,05. 
      


















































































Figura 6A: Niveles de expresión ARNm de Angptl4 en mucosa gástrica de ratas Zucker, según 
su condición experimental. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresión ARNm 
de Angptl4 en mucosa gástrica para las ratas Zucker magras (Lean) y obesas (Obese), 
discriminadas según los diferentes estados de alimentación, ad libtum, ayuno (Fasted) y 















































Figura 6B                                              
 
 
Figura 6B: Niveles de expresión ARNm de Angptl4 en mucosa de íleon de ratas Zucker, según 
su condición experimental. Diagramas de Bloxplots representan los niveles de expresión ARNm 
de Angptl4 en mucosa de Ileon,  para las ratas Zucker magras (Lean) y obesas (Obese) 
discriminadas según los diferentes estados de alimentación, ad libtum, ayuno (Fasted) y 




















































3.4   Análisis de los perfiles séricos de la proteína 
relacionada con Angiopoyetina 4 
 
Al comparar los niveles séricos de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4, que 
fueron cuantificados por metodología de ELISA en el suero de las ratas Zucker magras y 
obesas, se evidenciaron diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos 
(p<0.01).  Los niveles séricos de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas 
Zucker obesas, fueron significativamente mayores en comparación con las ratas Zucker 
magras durante todas las condiciones de alimentación: ad Libitum, ayuno y realimentación 
(Figura 7A).  Al evaluar los niveles de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4  
durante los diferentes estados de alimentación y de manera independiente para cada uno 
de los grupos de ratas magras y obesas, se evidenció que los niveles séricos de la Proteína 
Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas magras, mostraron cambios 
estadísticamente significativos durante los estados de alimentación ad libitum y ayuno 
(p<0,05), mientras que en las ratas obesas, los niveles séricos de la Proteína Relacionada 
con Angiopoyetina 4, no variaron significativamante durante los diferentes estados de 

































Figuras 7A: Niveles séricos de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas 
Zucker magras y obesas durante los diferentes estados de alimentación. Los diagramas de 
Boxplots representan los niveles séricos de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 
durante los diferentes estados de alimentación discriminados por su condición metabólica magra 
(Lean) u obesa (Obese). El significado estadístico está indicado por * p <0,05 y *** p <0,001. 
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Figuras 7B: Niveles séricos de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 en las ratas 
Zucker magras y obesas durante los diferentes estados de alimentación. Los diagramas de 
Bloxplots representan los niveles séricos de la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 
discriminados por el modelo experimental de alimentación (ad libitum, ayuno (Fasted) y 
realimentación (Refed), de manera independiente para las ratas magras (Lean) y obesas 




























































3.5  Análisis de Inmunoreactividad 
 
El estudio de inmunohistoquímica para la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 en 
las muestras de la mucosa gástrica, mucosa de íleon y el tejido adiposo de las ratas Zucker 
demostró: una reacción de inmunorreactividad moderada a intensa, muy específica y bien 
definida a nivel de la porción profunda de la mucosa fúngica del estómago, predominando 
en el citoplasma de las células principales.  En la mucosa del íleon, la inmunoreactividad 
observada demostró la marcación citoplasmática de la Proteína Relacionada con 
Angiopoyetina 4 en todos los enterocitos, localizados tanto en la superficie de las 
vellosidades como en el fondo de las criptas.  Adicionalmente, a nivel de la mucosa de 
íleon también se encontró inmunorreactividad para la Proteína Relacionada con 
Angiopoyetina 4 en algunas de las células del infiltrado inflamatorio, principalmente en el 
citoplasma de las células inflamatorias que están dentro del epitelio.  Finalmente, en el 
tejido adiposo de las ratas Zucker evaluado, se evidenció una marcación focal por 
inmunoreactividad a nivel del endotelio de los vasos sanguíneos, en algunas membranas 


















Figura 8: Inmunohistoquímica de la Proteína Relacionada a Angiopoyetina 4. Estómago de 
rata teñido con hematoxilina-eosina (A) e inmunoreactividad para Angptl4 (B) observadas en 10X. 
Se observa marcación de la porción profunda de la mucosa fúndica donde predominan las células 
principales (flecha). Ileon de rata teñido con hematoxilina-eosina y observado en 20X (C) e 
inmunoreactividad para Angptl4 en íleon observada en 10X (D) y 20X (E). Se aprecia marcación en 
enterocitos tanto de las vellosidades (flecha roja), como de las criptas (flecha negra); el estroma y 
la túnica muscular son negativos (asterisco). Tejido adiposo de rata teñido con hematoxilina-eosina 
y observado en 10X (G) e inmunoreactividad de Angptl4 en tejido adiposo observado en 20X (H). 
Se aprecia marcación de membrana en adipocitos (flecha negra) y marcación en endotelio de vasos 








4.  Discusión 
 
Mediante el análisis del transcriptoma de la mucosa gástrica y del íleon, obtenido mediante 
metodología de mRNA-seq en el modelo animal de ratas Zucker, se determinaron los 
perfiles transcripcionales de dichos tejidos en diferentes condiciones metabólicas (magra 
y obesa) y en tres condiciones experimentales diferentes (ad Libitum, ayuno y 
realimentación).  El estudio del transcriptoma permitió el reconocimiento de algunos genes 
expresados diferencialmente durante los diferentes estados metabólicos y condiciones de 
alimentación (Igf1r, SIK1, Tm4sF5, Fabp1 y Igfbp3), los cuales no habían sido descritos 
previamente a nivel gastrointestinal y que podrían tener una función relevante en la 
regulación del balance energético corporal.  
 
Adicionalmente, los criterios de selección utilizados en el presente estudio y la validación 
en la literatura, permitieron identificar el gen de Angptl4 como el “gen candidato” para 
continuar con los análisis.  Esta selección como “gen candidato” se vió favorecida por su 
alta densidad trasncripcional y el perfil de expresión génica diferencial observado en las 
diferentes condiciones del estudio.  Por otra parte, la descripción de Angptl4 en humanos 
y en roedores es muy reciente, son escasos los reportes a nivel intestinal y se ha planteado 
que su función puede ser relevante en el mantenimiento de la homeostasis energética 
corporal, mientras  su desregulación, puede contribuir en la fisiopatología de la obesidad 
43,44,42.   
 
El gen de Angptl4 ha sido identificado con diferentes nombres: Fasting-Induced Adipose 
Factor (FIAF), PPARgamma Angiopoietin-Related (PGAR) y Hepatic 
Fibrinogen/Angiopoietin-Related Protein (HFARP) 45.   En el genoma de la rata, Angptl4 se 
localiza en el cromosoma 7p13, tiene siete exones y se expresa principalmente en el tejido 
adiposo y en un grado mucho menor en el hígado, músculo esquelético e intestino 46.  
Angptl4 codifica para una proteína secretable de 406 aminoácidos, la cual se puede dividir 
en distintas regiones: un péptido señal N-terminal, una región que contiene dos dominios 









La Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4, puede presentar diferentes modificaciones 
postraduccionales (glicosilación, oligomerización y escisión), las cuales se presentan de 
manera específica en los diferentes tejidos y generan diferentes isoformas, cada una con 
funciones biológicas particulares 45.  La Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4 de 
longitud completa, es secretada por los adipocitos y las células endoteliales al torrente 
sanguíneo 47.   A nivel de la matriz extracelular o en el plasma, la Proteína Relacionada 
con Angiopoyetina 4, se somete a un procesamiento proteolítico por las Convertasas de 
Proteínas (Pcs) generando un fragmento N-terminal y un fragmento C-terminal, ambos con 
actividades biológicas diferentes, siendo la región N-terminal la responsable de su 
participación dentro del metabolismo de los lípidos, mientras que la región C-terminal está 
implicada en múltiples procesos biológicos no metabólicos como la  diferenciación celular, 
la angiogénesis, la inflamación, entre otros 43,48-49.   La regulación del metabolismo lipídico 
por la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4, representa una función biológica 
relevante en el mantenimiento de la homeostasis energética corporal como se describe a 
continuación. 
 
Los ácidos grasos constituyen una de las principales reservas energética del organismo, 
son transportados en la sangre en forma de triglicéridos (TGC), unidos a las lipoproteínas 
y almacenados en el tejido adiposo.  Para que los ácidos grasos sean almacenados y 
utilizados como combustible energético, es necesario que la enzima Lipoproteína Lipasa 
(LPL) hidrolice a las lipoproteínas ricas en TGC, permitiendo la liberación de los ácidos 
grasos a la sangre.  Estos ácidos grasos libres (FFA) son almacenados nuevamente en 
forma de TGC en el tejido adiposo para conservar los niveles de reserva energética del 
organismo, pero ante un incremento en la demanda metabólica o un balance energético 
negativo, el tejido adiposo libera la energía almacenada en forma de ácidos grasos 
mediante la lipolisis por acción de las enzimas lipasas, las cuales a su vez, están bajo 
control de otras hormonas.  Estos ácidos grasos libres (FFA) en el plasma, son 
redireccionados y utilizados como combustible energético en diferentes tejidos periféricos.  
Un desajuste en la regulación de la captación y el uso de FFA por los tejidos subyacentes, 
puede conducir a la pérdida de la homeostasis energética con la sobrecarga de lípidos 









Se ha demostrado ampliamente que la Proteína Relacionada con Angiopoyetina 4, inhibe 
la actividad de la enzima Lipoproteína Lipasa (LPL), bloqueando la hidrólisis de las 
lipoproteínas ricas en TGC y suprimiendo la liberación y absorción de los ácidos grasos no 
esterificados por los tejidos subyacentes.  A través de este mecanismo, Angptl4 es un 
componente central que regula el aclaramiento de los TGC plasmáticos, la absorción de 
los ácidos grasos en el tejido adiposo y favorece el redireccionamiento de los ácidos grasos 
libres en la sangre, hacia otros tejidos periféricos como el músculo cardíaco y el músculo 
esquelético, para ser utilizados como combustible energético en determinadas 
circunstancias 49, 51,52. 
 
La distribución adecuada de los ácidos grasos en los diferentes tejidos y durante los 
diferentes estados de alimentación (cuando las necesidades energéticas del organismo 
varían), constituye un evento importante para el metabolismo energético y la salud 
metabólica.  Para esto, la participación y regulación en la expresión del gen Angptl4 es 
fundamental.  Los  resultados del presente estudio muestran cambios significativos en los 
niveles de expresión de Angptl4 en los diferentes estados de ayuno y alimentación, lo cual 
coincide con lo reportado previamente en la literatura, donde diferentes autores han 
identificado reguladores transcripcionales claves de Angptl4 como los ácidos grasos, 
Receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) y algunas hormonas 
principalmente la insulina, los cuales cambian durante los diferentes estados de ayuno y 
alimentación modulando rápidamente la expresión de ANGPTL4 53-54.  Se ha demostrado 
ampliamente que los ácidos grasos que se encuentran incrementados en el plasma 
durante el ayuno activan los factores de transcripción PPARs, los cuales se unen a la 
región promotora del gen ANGPTL4 y estimulan su expresión, desempeñando un papel 
importante en la respuesta metabólica al ayuno53,55,54.  Por el contrario, tras la alimentación 
se ha demostrado que los niveles séricos característicamente elevados de insulina, 
reprimen la expresión de ANGPTL4 por mecanismos aún desconocidos 56,57.   
 
Por su parte, Cushing et al. y Kroupa et al., demostraron en ensayos con ratas silvestres y 
mutantes para Angptl4, que la expresión de ANGPTL4 se induce de manera temprana 
durante el ayuno en varios tejidos y con un nivel bajo de alimentos, es suficiente para 








aumentar la expresión de Angptl4 durante el ayuno para inhibir la actividad de LPL, 
prevenir la hidrólisis de lipoproteínas ricas en TGC y restringir la absorción de ácidos 
grasos al tejido adiposo, quedando disponibles en sangre para ser redireccionados hacia 
otros tejidos como el musculo cardiaco y esquelético para ser utilizados como combustible 
energético 57,68.   Adicionalmente, Angptl4 ejerce un efecto lipolítico directo sobre el tejido 
adiposo, favoreciendo la liberación de ácidos grasos libres al plasma y promoviendo el uso 
de la grasa almacenada como combustible energético, disminuyendo la adiposidad 33,43.  
Sin embargo, la expresión de Angptl4 debía disminuir durante la alimentación, para permitir 
la actividad de LPL y la absorción de los ácidos grasos, recuperando las reservas 
energéticas en el tejido adiposo, que habían sido utilizadas durante el ayuno, garantizando 
de esta manera,  la adecuada compartimentalización de los lípidos corporales y evitando 
la lipotoxicidad en los diferentes tejidos 56,59-60.  
 
Adicionalmente, una característica particular del gen Angptl4 intestinal, es que su 
expresión está fuertemente regulada por la microbiota intestinal y sus metabolitos, los 
cuales varían ampliamente según el tipo de nutrientes y estado de alimentación 61-62.   
Estudios in vivo e in vitro con modelos de roedores, mostraron que la expresión de Angptl4 
intestinal está significativamente reprimida en ratones con una microbiota intestinal normal 
en comparación con los roedores libres de gérmenes 61.  Sin embargo, la regulación de la 
expresión de Angptl4 depende del tipo de comunidad microbiana intestinal y sus 
metabolitos microbianos específicos, algunos de los cuales disminuyen la actividad de 
factores potenciadores de transcripción específicos de Angptl4, disminuyendo su 
expresión y secreción por las células enteroendocrinas, con el fin de contribuir a la 
regulación sistémica del metabolismo y absorción de ácidos grasos por los diferentes 
tejidos; mientras que otras comunidades de microorganismos y los ácidos grasos 
microbianos de cadena corta y larga aumentan la expresión de Angptl4 intestinal 45,63,64.   
 
El mecanismo regulador de Angptl4 durante la realimentación tras un periodo de ayuno ha 
sido menos descrito y no está totalmente esclarecido.  Varios autores que han estudiado 
los efectos del ayuno y la realimentación sobre la enzima LPL en tejido adiposo de rata, 
han encontrado que la actividad de LPL estaba modulada por los cambios en el patrón de 








LPL disminuye y se restablece tras 4 horas de realimentación, mientras que cuando la 
realimentación se da tras un periodo de ayuno más largo (>36 horas), como en el caso del 
presente estudio, la actividad de LPL toma más tiempo en recuperarse, favoreciendo la 
persistencia de los ácidos grasos libres en el plasma que venían elevados desde el ayuno 
y que podrían favorecer la expresión de Angptl432.  
 
Esto se explica porque durante un periodo de ayuno a corto plazo, la actividad de LPL es 
inhibida a través de mecanismos postraduccionales que cambian su configuración de 
dímero activo a monómero inactivo, permitiendo que tras la realimentación, la LPL pueda 
recuperar su actividad rápidamente para manejar y almacenar una carga de lípidos 
ingerida, mientras que durante un periodo de ayuno prolongado, como el que se empleó 
en las ratas Zucker durante el presente estudio, los cambios de LPL se dieron a nivel 
transcripcional y de síntesis, por tanto, la actividad de la LPL no se puede recuperar hasta 
que los niveles de RNAm de LPL se restauren, lo cual ocurre muy lentamente 32,66,67.  
 
Dado que Angptl4 es la principal reguladora de la actividad de la LPL, los hallazgos antes 
mencionados se correlacionan con el comportamiento evidenciado en los niveles de 
expresión de Angptl4 durante el ayuno y la realimentación en el modelo animal de rata 
Zucker, en el cual los niveles de Angptl4 se deben incrementar durante el ayuno, para 
inhibir la actividad de LPL mediante el cambio de su configuración de dímero activo a 
monómero inactivo.  Durante la realimentación, posterior a un periodo de ayuno 
prolongado,  los niveles de Angptl4 permanecen elevados, prolongando el estado de 
inactividad de la enzima LPL durante el estado de realimentación 66. 
 
Por otra parte, es probable que la presencia de alimentos en el tracto gastrointestinal, que 
estimulan la liberación de la lipasa pancreática (LP) y aumentan la absorción de los ácidos 
grasos por el enterocito, deba ser regulada de alguna manera, por tanto, el aumento de 
los ácidos grasos provenientes de los lípidos orales, inducen la expresión intestinal de 
Angptl4, regulando la actividad de la LP y restringiendo la absorción de los ácidos grasos 
para proteger al enterocito contra la sobrecarga de los lípidos al regular la absorción 








demostrado también en otros órganos y tejidos como el corazón y el musculo esquelético. 
Sin embargo, es necesario realizar más estudios para comprender mejor el papel de 
Angptl4 en la realimentación 50,69. 
 
En los resultados del presente estudio, el perfil de los niveles de expresión de Angptl4 en 
las ratas magras, refleja el comportamiento fisiológico de Angptl4 demostrado en los 
diferentes estudios in vivo e in vitro, realizados tanto en humanos como en roedores.  
Durante el ayuno, los niveles de insulina son bajos, mientras los niveles plasmáticos de los 
ácidos grasos están elevados, activando los PPARs y estimulando la expresión de 
ANGPTL4 en los diferentes tejidos 58.   
 
En el intestino la proteína codificada por el gen de Angptl4, en su mayoría es vertida a la 
sangre, inhibiendo la actividad de la LPL en los tejidos distantes principalmente en el tejido 
adiposo, con lo cual, se impide la absorción local de los ácidos grasos libres (FFA) y por 
otro lado, se estimula la lipolisis del tejido adiposo, favoreciendo la liberación de FFA al 
plasma 33.  Mediante estos dos mecanismos, fisiológicamente se garantiza la provisión 
adecuada de los ácidos grasos a los músculos cardiaco y esquelético durante el ayuno y 
se promueve el uso de la grasa almacenada como combustible energético 43,46,49.  Por otra 
parte, durante el estado de alimentación, los niveles de insulina se incrementan y los 
niveles de los ácidos grasos disminuyen por el efecto antilipolítico característico de la 
insulina sobre el tejido adiposo, disminuyendo la liberación de los ácidos grasos del tejido 
adiposo a la sangre y prevaleciendo el efecto represor de la insulina sobre la expresión de 
Angptl4; con lo cual se favorece el incremento de la actividad de la LPL, la hidrolisis de los 
TGC y la absorción de los ácidos grasos al tejido adiposo, para reponer las reservas 
energéticas utilizadas durante el ayuno y favorecer una adecuada compartimentalización 
de la grasa corporal, evitando su acumulación en los diferentes tejidos y la lipotoxicidad 33, 
43,59.  
 
Por otra parte, durante el estado ad libitum, se favorece la colonización de la microbiota 
intestinal, inhibiendo aún más la expresión y actividad de Anglptl4 en el lumen intestinal, 








cuales son transportados al plasma, donde la actividad de la LPL esta desinhibida y 
contribuye a la absorción de los ácidos grasos al tejido adiposo 68,70. 
 
En este sentido, el perfil de los niveles de expresión de Angptl4 observado en las ratas 
obesas en el presente estudio, también se correlaciona con lo reportado previamente en 
la literatura, donde diferentes autores plantean que el “encendido y apagado” del gen 
Angptl4 esta alterado en la obesidad y por tanto, la respuesta del sistema de LPL a los 
cambios de ayuno y alimentación, se encuentra atenuada en roedores y sujetos obesos 
60,71.  Kroupa et al. demostraron que la expresión de Angptl4 en las ratas magras, era mayor 
durante el ayuno y con menor actividad de LPL que en el estado de alimentación; mientras 
que en las ratas obesas, no hubo cambios estadísticamente significativos y con niveles de 
glicemia e insulina mayores en comparación con las ratas magras, sugiriendo un estado 
de resistencia a la insulina en las ratas obesas,  que podría explicar la desregulación de la 
expresión de Angptl4 56,59. 
 
Tomados en conjunto, estos hallazgos han descrito que durante el ayuno en los 
organismos obesos (probablemente por los niveles típicamente elevados de algunas 
hormonas como los glucocorticoides), la expresión de Angptl4 se encuentra disminuida, lo 
cual favorece que la actividad de LPL permanezca activa durante el ayuno, permitiendo la 
hidrólisis de los TGC y la absorción de los ácidos grasos al tejido adiposo, promoviendo la 
adiposidad 60.  La hipertrofia e hiperplasia secundaria de los adipocitos, conlleva a un 
estado proinflamatorio que altera la vía de señalización de la insulina, promoviendo un 
estado de resistencia a la insulina.  Este estado insulino resistente genera que durante la 
alimentación en las ratas obesas, la insulina no pueda regular a la baja la expresión de 
Angptl4, permaneciendo elevada y manteniendo inhibida la actividad de la LPL durante la 
alimentación, alterando con ello la adecuada compartimentalización de la grasa 33,44, 59,72. 
 
Mientras que en los organismos magros hay un equilibrio entre las diferentes vías de 
regulación de la lipolisis, absorción y distribución de los ácidos grasos, en los organismos 
obesos las vías de señalización endocrina (principalmente la vía de señalización de 








se presenta una desregulación en la lipolisis y se altera la capacidad de almacenar 
adecuadamente los lípidos por los diferentes tejidos 33,44, 59,72. 
 
De otro lado, recientemente se demostró que la microbiota intestinal en humanos y 
roedores obesos se encuentra alterada y por tanto, no se disminuye la actividad de los 
factores potenciadores de transcripción específicos de Angptl4 64,73, favoreciéndose la 
expresión intestinal de Angptl4 y su secreción por las células enteroendocrinas durante la 
alimentación, lo que podría contribuir al deterioro en la respuesta del sistema de LPL 
durante la alimentación, ya que no se regula la lipolisis y se promueve el exceso de los 
ácidos grasos en plasma que impide el apagado de Angptl4 y favorece la resistencia a la 
insulina 62. 
 
El análisis de los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en el modelo 
animal, mostro diferencias significativas entre las ratas magras y obesas, con niveles 
séricos incrementados de la proteína en las ratas obesas, lo cual puede ser explicado por 
los niveles elevados de los ácidos grasos y el estado de resistencia a la insulina 
característicos en la obesidad. Diferentes autores han demostrado que la expresión de 
Angptl4 está principalmente bajo control transcripcional sensible por los ácidos grasos y 
se podría esperar que en los organismos obesos, con niveles característicamente elevados 
de los ácidos grasos, Angptl4 se sobreexpresara en los diferentes tejidos y su producto 
proteico secretable al torrente sanguíneo, tuviera mayores niveles séricos en las ratas 
obesas 50,74,75. 
 
Por otra parte, el estado de resistencia a la insulina característico en organismos obesos, 
impide que la insulina inhiba la lipolisis del tejido adiposo, con generación excesiva de 
ácidos grasos hacia el torrente sanguíneo y por tanto prima el efecto estimulador de la 
expresión de Angptl4 por los ácidos grasos, sobre el efecto represor de la insulina sobre 









Adicionalmente, los niveles de expresión de Angptl4 y los niveles séricos de la Proteína 
Asociada a Angiopoyetina 4, pueden estar incrementados en los organismos obesos al 
estar relacionados con la fisiopatología de la obesidad por otros mecanismos no 
metabólicos, por ejemplo, se ha demostrado que Angptl4 es un factor proangiogénico 
necesario para permitir la expansión del tejido adiposo;  así mismo, se ha documentado la 
expresión incrementada de Angptl4 durante la diferenciación adipositaria en estudios in 
vitro 55,76,77,78.   
 
Los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 para las ratas magras, 
variaron significativamente entre los diferentes estados de alimentación, ya que 
fisiológicamente (como es lo esperado en las ratas magras), Angptl4 se regula según los 
diferentes estados nutricionales para asegurar una distribución adecuada de ácidos grasos 
en los tejidos, evitando su acumulación; mientras que los niveles séricos de la Proteína 
Asociada a Angiopoyetina 4 en las ratas obesas, no variaron significativamente entre los 
diferentes estados de alimentación, posiblemente por que en las ratas obesas, la respuesta 
de Angptl4 a los cambios de ayuno/alimentación se encuentra atenuada 42,59. 
Adicionalmente, los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en los 
organismos obesos, pueden estar influenciados por los otros mecanismos no metabólicos 
que involucran a Angptl4 con la fisiopatología de la obesidad. 
 
Sin embargo, el comportamiento de los niveles séricos de la Proteína Asociada a 
Angiopoyetina 4 en los diferentes estados de alimentación tanto para las ratas magras 
como obesas, no se correlacionó con los perfiles de expresión de Angptl4, lo cual está en 
consonancia con muchos estudios donde con frecuencia no se logra establecer dicha 
correlación.  Por ejemplo, Kroupa et al. encontraron que los niveles séricos de la Proteína 
Asociada a Angiopoyetina 4 son relativamente estables y cambian lentamente tras las 
variaciones en los niveles de expresión de Angptl4, lo cual se explica por qué a pesar de 
ser una proteína secretable, una cantidad significativa puede quedar retenida en la matriz 
extracelular unida a los glicosaminoglicanos 44,59.  Adicionalmente, la Proteína Asociada a 
Angiopoyetina 4 puede ser diferencialmente procesada en los diferentes tejidos o incluso 








por tanto, es posible detectar en la sangre tanto fragmentos N-terminal que cumplen la 
función metabólica, como fragmentos C-terminal o la proteína completa 43,66.   Así mismo, 
la expresión ubicua de Angptl4 y el carácter multifuncional de su proteína, hace que los 
niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4, puedan estar influenciados por 
muchos otros estímulos diferentes al estado metabólico y de alimentación 43,45. 
 
Por otra parte, actualmente se sabe poco sobre el sitio y la regulación de la producción de 
Angptl4 en el intestino; sin embargo, los resultados de los análisis de inmunohistoquímica 
realizados en los tejidos de las ratas Zucker, estuvieron en consonancia con lo reportado 
hasta el momento en la literatura.  En el presente estudio se demostró la 
inmunolocalización de Angptl4 en la mucosa de ileon, con expresión citoplasmática en 
todos los enterocitos y a lo largo del eje cripta-vellosidad. Dichos hallazgos son similares 
a lo reportado en los ensayos de Alex et al., quienes identificaron la presencia de celulas 
positivas para Angptl4 a lo largo del intestino humano (prinicipalmente en el ileon) y con 
características de células enteroendocrinas.  Las células con inmunorreactividad para 
Angptl4, acumulan la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en gránulos citoplasmáticos y 
puede ser liberada a nivel local, inhibiendo  la actividad de la lipasa pancreática, o a nivel 
del torrente sanguíneo actuando como factor endocrino para inhibir la LPL en los tejidos 
distantes, ya que la LPL se expresa muy débilmente en el intestino 68,58,79.   
 
 
Como ha sido previamente reportado, en el presente estudio se observó la 
inmunolocalización de Angptl4 en la membrana de los adipocitos y en el endotelio vascular 
del tejido adiposo donde Angptl4 ejerce principalmente su función metabólica.  En este 
estudio se describe por primera vez la inmunolocalización de Angptl4 en la mucosa gástrica 
de la rata Zucker,  con marcación de la porción profunda de la mucosa fúndica, donde 



















1.  Introducción segundo capítulo: Estudio 
traslacional de rata a humanos 
La obesidad en humanos es de naturaleza multifactorial, con la participación de factores 
genéticos, epigenéticos, metabólicos, del comportamiento y ambientales  que confluyen en 
una alteración en el balance energético80. Esta compleja etiología, junto con las 
limitaciones metodológicas para los estudios in vivo en humanos, hacen que la 
investigación de la obesidad en humanos sea un reto 12,81,82.    
 
En este sentido, el estudio de la obesidad ha sido abordado desde diferentes puntos de 
vista, tales como la investigación básica de los mecanismos de control del balance 
energético, la participación de la microbiota intestinal, los estudios de expresión diferencial 
en diferentes tejidos relacionados con el control del peso corporal y estudios genéticos y 
epigenéticos mediante aproximaciones traslacionales 83 9,84-85.  
 
La investigación traslacional es definida como el diseño metodológico que permite 
trasladar los descubrimientos científicos que surgen del laboratorio, en aplicaciones 
clínicas que facilitan la caracterización de los procesos de enfermedad, así como la 
generación de nuevas hipótesis basadas en las observaciónes obtenidas en modelos de 
animales y humanos 86.  Durante la última década, se ha definido que la investigación 
traslacional es una prioridad en salud y busca que el conocimiento científico obtenido, sea 









El modelo animal de rata Zucker magra y obesa es un modelo ideal para el estudio de las 
enfermedades metabólicas y el abordaje traslacional a humanos por las siguientes 
razones: 
• Disponibilidad de cepas genéticamente identificadas y definidas para el desarrollo 
de obesidad y de grupos control, lo que permite contribuir a la comprensión de  los 
mecanismos fisiológicos y moleculares que mantienen el equilibrio energético y 
cuya alteración puede contribuir al desarrollo de la fisiopatología de la obesidad 
17,20, 89,90. 
 
• Disponibilidad de la secuencia completa de su genoma y una correspondencia del 
90% en la secuencia de aminoácidos de su genoma con el genoma humano 85,91, 
92..  Adicionalmente, se ha determinado que la mayor parte de los genes humanos 
conocidos y asociados a enfermedades complejas, tienen su equivalente en el 
genoma de la rata 89, 91. 
 
• Las ratas Zucker obesas, presentan un fenotipo muy similar al que caracteriza la 
obesidad y el síndrome metabólico humano: inicia en edades tempranas, cursa con 
hiperfagia, disminución del gasto energético y depósitos de lípidos principalmente 
en el tejido adiposo blanco.  Al igual que en los humanos, la ausencia en la señal 
de Leptina causa obesidad, produce una desregulación de los péptidos 
orexigénicos y mayores niveles circulantes de Leptina que en sus controles magros. 
Como en el síndrome metabólico en humanos, el perfil lipídico y de lipoproteínas 
en plasma de estos animales también se encuentra alterado 22.  Existen claras 
diferencias entre los machos y las hembras obesas.  Al igual que en los humanos, 
las ratas Zucker obesas desarrollan hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos 
principalmente en el tejido adiposo subcutáneo y presentan alteraciones 
endocrinas, como la hiperleptinemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e 









• Existe la posibilidad de acceder a algunos tejidos diana en las rata Zucker, a los 
que no se puede acceder fácilmente en los seres humanos para los estudios 
genómicos y de la regulación funcional de la enfermedad20.  
 
•  La fisiología de la rata es mejor entendida y similar a la de los humanos 93, 92.  
 
• Facilidad para controlar sus factores de comportamiento alimentario y ambientales. 
   
Recientemente se ha tenido una cantidad importante de información sobre los mecanismos 
de control del apetito en modelo animal de rata, donde se han descrito más de 30 
hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores. Estudios traslacionales permitieron la 
identificación en humano de estos mismos factores, lo cual ha favorecido el avance en los 
estudios farmacológicos para el tratamiento de la obesidad 10,94,95.  
 
Se ha demostrado que  los péptídos sintetizados en el tracto gastrointestinal como GLP-1 
(péptido-1 similar a glucagón), PYY (péptido tirosina-tirosina), CCK (colecistokinina) y 
Ghrelina, así como la hormona Leptina sintetizada en el tejido adiposo, modulan el apetito 
tanto en humano como en animales y su desregulación junto con la resistencia central a la 
hormona leptina se han relacionado con la obesidad 94,95.  
 
Al igual que en las ratas, en el humano, dichos péptidos son liberados por las células 
enteroendocrinas en respuesta a la ingesta de alimentos en diferentes regiones del tracto 
gastrointestinal incluyendo el estómago, el intestino delgado, el colon y el páncreas 96. 
Estas células liberan moléculas que actúan en forma autocrina, paracrina y endocrina o 
sobre neuronas entéricas y extraentéricas, activando señales vagales nerviosas aferentes 
que inervan regiones del sistema nervioso central, involucrado en el control de la ingesta 
de alimentos 94,95,97.98. 
 
Las células entero–endocrinas, contribuyen tambien con el metabolismo postprandial de 
la glucosa 99.  Algunos péptidos derivados del tracto gastrointestinal luego de la ingesta,  








concentraciones de glucosa100.  A estos factores se les han denominado incretinas y son 
determinantes de la homeóstasis del metabolismo energético 101,102.  
 
Se ha demostrado que la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2, son patologías caracterizadas 
por la resistencia a la insulina y una disminución de la secresión de incretinas, con alteración 
en la respuesta incretínica ante la ingesta de glucosa y la subsecuente disminución en la 
liberación de insulina, predominando las vías orexigénicas sobre las anorexigénicas 102,103.  
 
Con base en lo anterior y teniendo en cuenta que mas de la mitad de los pacientes obesos 
desarrollan diabetes mellitus tipo II, en el abordaje traslacional a humanos durante el 
presente estudio, se tuvo en cuenta la expresión diferencial del transcriptoma de la mucosa 
gástrica y del íleon, dos tejidos que podrían contribuir al control incretínico del organismo, 
así como la evaluación de los niveles séricos de la proteína de interés identificada en el 
modelo animal, los niveles de glucosa e insulina y otros parametros relacionados con la 
obesidad, durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG), buscando simular la 
respuesta fisiologica del organismo ante la ingesta de alimentos y la eventual participación 
del eje entero-insular.  
 
Por otro lado, se ha demostrado una estrecha relación simbiótica entre el huésped y la 
microbiota intestinal para el apropiado funcionamiento del metabolismo y el control del 
peso corporal, describiéndose alteraciones en la microbiota de pacientes obesos 104. 
 
Finalmente, el abordaje traslacional a partir del modelo animal de rata Zucker magra y 
obesa al humano, permite mejorar la comprensión de los mecanismos moleculares 
relacionados con el balance energético y el desarrollo de la obesidad, mediante los cuales 
el tracto gastrointestinal es fundamental como órgano endocrino que participa activamente 
en la regulación del peso corporal y la expresión de los genes identificados a este nivel, 
podrían contribuir a la identificación de nuevos factores involucrados en el control de la 
ingesta y la determinación de factores incretínicos y anti – incretínicos que podrían ser 









2.  Materiales y Métodos 
 
Como se mencionó anteriormente, el diseño general del presente estudio se basó en dos 
componentes metodológicos:  el primer componente (presentado en el capitulo 1), permitió 
identificar en el modelo animal de ratas Zucker empleado, al gen de Angptl4 como un gen 
relevante involucrado en la homeostasis energética a nivel gastrointestinal y seleccionarlo 
como el “gen candidato” para continuar con los análisis.  El segundo componente se 
expone a continuación y consiste en evaluar si los hallazgos encontrados en el modelo 
animal podrian ser relevantes tambien en la obesidad humana, para lo cual se emplea un 
enfoque traslacional a humanos de los resultados obtenidos en el modelo animal, mediante 
la evaluación de los perfiles séricos de la proteína codificada por el gen de Angptl4 
(Proteína Asociada a Angiopoyetina 4), en una cohorte de hombres jóvenes sanos 
normopeso y obesos no diabéticos, correlacionando dichos perfiles con parámetros 
clínicos, bioquímicos y antropométricos relacionados con la obesidad y evaluados en la 
cohorte de humanos. 
 
2.1  Consideraciones éticas 
El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de 
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia (acta de evaluación número 022-278-16 
del 12 de diciembre del 2016).  Para el estudio en humanos, se tuvieron en cuenta las 
normas legales vigentes con respecto a los lineamientos éticos para la investigación en 
seres humanos en Colombia (Resolución No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y en 
la Ley 84 de 1989)105.  
       2.2  Población y grupos de estudio 
Para el componente de estudio en humanos, se invitó a participar a un grupo de hombres 








convocatoria se realizó a través de publicidad verbal y por escrito. Se incluyeron a 40 
hombres jóvenes sanos normopeso, con edad promedio de 23.4 (21.0-26.8) años, e índice 
de masa corporal (IMC) promedio de 22,21 (+/- 1,85) kg/m2 y 40 hombres jóvenes obesos 
no diabéticos con edad promedio de 24 (21.0-26.8) años, e IMC promedio de 37.62 (+/- 
4,61) kg/m2.  
2.3  Criterios de exclusión 
Se excluyeron los participantes que tuvieran un diagnóstico establecido de diabetes 
mellitus (cualquiera que sea su tipo), presentaran enfermedades cardiacas, hepáticas, 
renales, gastrointestinales, tiroideas u otra enfermedad crónica o infecciosa;  tuvieran 
historia de hiperlipidemia primaria o estuvieran tomando medicamentos que pudieran 
afectar la tolerancia a la glucosa o el perfil lipídico, tales como beta bloqueadores, 
diuréticos tiazídicos, metformina, levotiroxina o corticoides durante los últimos 12 meses, 
o que tuvieran alguna prescripción médica que alterara el metabolismo energético, o que 
se encuentren sometidos a cualquier tipo de dieta o hubieran sido llevados a cirugía de 
bypass gástrico o cualquier otra cirugía bariátrica.  
 
      2.4  Valoración clínica, bioquímica y antropométrica 
Cada uno de los participantes contó con la valoración médica y de antropometría realizada 
por nutricionista.  A cada participante de la cohorte de jóvenes sanos normopeso y de 
jóvenes obesos no diabéticos, se le indagó sobre los hábitos de actividad física, 
sintomatología previa relacionada con estados de hiperglicemia, antecedentes patológicos, 
quirúrgicos y farmacológicos, hábito de tabaquismo y consumo de alcohol,  antecedentes 
familiares en primer y segundo grado de consanguinidad para obesidad, diabetes, 
enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular, hipertensión arterial, dislipidemia y 
neoplasias.  Se midieron las variables antropométricas de forma estandarizada (talla, peso, 
índice de masa corporal (IMC). La composición corporal se determinó mediante 
absorciometría de rayos X de doble energía (DXA) (GE Lunar Prodigy Advance).  La 








de la Organización Mundial de la Salud de 2017 2.  Adicionalmente, se determinaron las 
mediciones de frecuencia cardiaca, presión arterial sistólica, diastólica y media en cada 
uno de los participantes de las diferentes cohortes según protocolo establecido. 
 
Para las diferentes determinaciones bioquímicas, se tomaron muestras de sangre 
mediante venopunción en la región antecubital del brazo, de acuerdo al Manual para 
Obtención y Envío de Muestras para Análisis de Eventos de Interés en Salud Pública, 
usando el sistema venoject 106.  En cada uno de los participantes se realizó una prueba de 
tolerancia oral a la glucosa (PTOG), empleando los criterios del Comité de Expertos 
Internacionales.  Dicha prueba se llevó a cabo a las 07:00 am después de un ayuno 
nocturno de 10 horas.  Se colocó un catéter en la vena antecubital de uno de los antebrazos 
y se tomó una muestra inicial de sangre venosa (3 - 4 cc) en un tubo seco.  Además de la 
muestra tomada en ayuno, se tomaron otras muestras de sangre venosa a los 30, 60, 90 
y 120 minutos después de una carga oral de glucosa de 75 g disuelta en 300 mL de agua 
107.  Los sueros fueron centrifugados a 3000Xg por 5 minutos y se almacenaron a -80°C 
hasta su análisis bioquímico u hormonal.  
  
Se determinaron los niveles de glucosa e insulina en las muestras de suero obtenidas de 
los sujetos participantes, durante cada tiempo de la PTOG.  Los niveles séricos de insulina 
se determinaron mediante inmunoensayo de electroquimioluminisencia (Elecsys, Roche). 
La sensibilidad a la insulina se estimó utilizando el Modelo Homeostático de Evaluación de 
Resistencia a la Insulina (HOMA IR) = insulina (μU/mL) × glucosa en ayunas (mmol/L) / 
22,5], como lo describe el grupo de Matthews y Colaboradores 108. 
 
A partir de las muestras de sangre tomadas en el estado de ayuno, se determinó también 
el perfil lipídico de los participantes utilizando un Kit comercial proporcionado por Spinreact, 
que incluye la medición de triglicéridos, el colesterol de muy baja densidad (cVLDL), el 










Adicionalmente, se determinaron los niveles séricos de la Proteína C Reactiva 
Ultrasensible (PCR) y los niveles séricos de Leptina utilizando un kit de ELISA humano 
comercialmente disponible de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Número de 
Catálogo KAC2281-Thermo Fisher Scientific Inc), con una sensibilidad al ensayo <3,5 
pg/ml y coeficientes de variación (CV) intra e inter ensayo de <3,9% y <5,3% 
respectivamente.  
 
Así mismo, se determinaron los niveles séricos de Adiponectina en el suero humano, 
utilizando un KIT de ELISA humano comercialmente disponible de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante (Número de Catálogo KHP0041 - Thermo Fisher Scientific Inc), 
con sensibilidad al ensayo de 100 pg/mL y con coeficientes de variación (CV) intra e inter 
ensayo <3,8% y <5,5%, respectivamente. Todas las muestras se analizaron por duplicado 
y se informó el valor medio de las dos mediciones.  
 
2.5  Análisis sérico de la Proteína ANGPT-L4  
La selección de la proteína de estudio en el modelo humano, se realizó a partir del análisis 
del transcriptoma en el modelo animal de ratas Zucker, descrito previamente en el capítulo 
1.  Este análisis permitió identificar al gen Angptl4 como el “gen candidato” para continuar 
con los estudios y a la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4, como la “proteína de estudio”,  
cuyo patrón sérico fue estudiado en el modelo animal de rata Zucker y fue evaluado en la 
cohorte de humanos. 
 
El estudio de los perfiles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en humanos, 
se realizó mediante metodología de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA).  Para 
estos ensayos se utilizaron muestras de suero provenientes de los grupos de jóvenes 
sanos normopeso y de obesos no diabéticos, tomadas durante la prueba de tolerancia oral 
a la glucosa (PTOG) y de acuerdo a la metodología descrita previamente.  Para estos 
análisis se utilizaron kits de ELISA comercialmente disponibles y específicos para la 
especie de humanos (Human Angiopoietin like 4 ELISA kit- (Thermo Fisher Scientific - 








coeficientes de variación (CV) intra e inter ensayo fueron de < 10% y < 12% 
respectivamente.  Las muestras de suero se analizaron por duplicado y se informó el valor 
medio de las dos mediciones y la desviación estándar de cada determinación. Los 
resultados se expresaron de acuerdo a la curva estándar en pg/mL.   
 
Se evaluó la correlación de los niveles séricos de la Proteína Asociada con Angiopoyetina 4 
(obtenidos durante el ayuno y los diferentes tiempos de la PTOG), con los parámetros 
clínicos, bioquímicos y antropométricos relacionados con la obesidad y evaluados en la 
cohorte de humanos.  El estudio de correlación se realizó usando diferentes métodos 
estadísticos de acuerdo con la distribución de los datos y que se describen más adelante.  
 
      2.6  Estudio de Inmunoreactividad en tejidos humanos 
 
En el abordaje traslacional a humanos se incluyó el análisis de inmunoreactividad para la 
proteína de estudio codificada por el gen  ANGPTL4, en tejidos humanos correspondientes 
a la mucosa gástrica, la mucosa de íleon y el tejido adiposo, los cuales fueron obtenidos y 
analizados por el servicio de patología de la Facultad de Medicina de la Universidad 
Nacional de Colombia.  En la reacción se usó el anticuerpo policlonal IgG de ratón Anti-
Angiopoietin-like 4 antibody (ab115798), el cual presenta inmunoreactividad para 
ANGPTL4 en tejidos tanto de rata, como de humano 41.   Los tejidos se encontraban fijados 
en bloques de formalina tamponada neutra al 10% y embebidos en parafina.  Todos los 
ensayos se realizaron en el mismo corrido y se utilizaron como controles internos las 
células dentro del mismo tejido que no mostraban marcación al anticuerpo. 
 
3.  Análisis Estadístico  
 
Los análisis estadísticos se realizaron con R Statistical Software (versión 2.2.0).  Se usó 
el test de Shapiro–Wilk para probar la hipótesis de distribución normal de los datos.  En 








(desviación a partir de la media), mientras que los datos con distribución no normal, se 
reportaron como medianas y rangos intercuartílicos (IQR). Los datos categóricos se 
presentaron como proporciones. La significancia estadística entre dos grupos se determinó 
mediante el test t-Student, o de ANOVA cuando dicha comparación se realizó entre más 
de dos grupos.  El estudio de correlación entre los niveles séricos de la Proteína 
Relacionada con la Angiopoyetina 4 y los diferentes parámetros metabólicos y 
antropométricos evaluados en la cohorte de humanos, se realizó mediante análisis del 
coeficiente de correlación de Pearson, cuando se cumplían los supuestos de normalidad, 
o mediante el coeficiente de correlación parcial de Spearman, cuando no se cumplían los 
supuestos de normalidad.  Se realizó un modelo de regresión lineal multivariado, para 
estimar el efecto de la proteína estudiada sobre los parámetros de interés, como el índice 
de HOMA IR. Los valores estadísticos son presentados como *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001. La significancia estadística fue asumida con un p<0.05.   
 
4.  Resultados en humanos 
 
4.1  Caracterización de los sujetos participantes 
Las características clínicas, bioquímicas y antropométricas se muestran en la tabla 3.  No 
hubo diferencias significativas en cuanto a la edad y la estatura de los participantes de 
cada cohorte.  Se mostró una edad promedio de 23.4 (21.0-26.8) años para los hombres 
jóvenes sanos normopeso y de 24 (21.0-26.8) años para los jóvenes obesos no diabéticos 
(p>0,05). Por el contrario, se mostraron diferencias estadísticamente significativas en 
cuanto al IMC (37,6 ± 4,6 Kg/m² vs. 22,21 ± 1,9 Kg/m², p <0,001), el porcentaje de grasa 
corporal total (45,0 ± 3,83 vs. 21,13 ± 4,6, p<0,001) y el porcentaje de grasa androide 
(55,66 ± 3,28 vs. 28,93 ± 6,92, p<0,001) entre los hombres jóvenes obesos no diabéticos 









Con relación a los parámetros clínicos y bioquímicos, también hubo diferencias 
estadísticamente significativas entre las cohortes, con niveles significativamente mas 
elevados en los sujetos obesos no diabéticos, para los niveles de Presión Arterial Media 
(PAM) [100,24 ± 9,82 vs. 84,24 ± 6,98), <0.0001], niveles séricos de PCR [4.2 (4-8.1) vs. 
0.5 (0.05-0.7), p<0.001], niveles de glicemia en ayunas [88 (67,4-97,4) mg/dl vs. 82,4 (± 
7,7) mg/dl, p<0,05] y los niveles de glicemia durante los diferentes tiempos de la PTOG: 
30 min (131.83 ± 24.47 mg/dL vs. 115.46 ± 21.05 mg/dL, p=0.0038), 60 min (113,66 ± 
31,06 mg/dL vs. 86,87 ± 19,36 mg/dL, p< 0.001) y 120 min (91,9 ± 27,41 mg/dl vs. 75,17 ± 
13,75 μUI/mL, p=0,0181).  
 
Adicionalmente, los jóvenes obesos no diabéticos presentaron mayores niveles de insulina 
sérica basal [27(12.6 – 41.4) μUI/ml vs. 7,93 ± 3,08 μUI/ml, p<0.001] y de los niveles de 
insulina determinados durante los diferentes tiempos de la PTOG: 30 min [217,64 ± 95,69 
μUI/ml vs. 74,1 (6,32-141,88) μUI/ml, p<0,001], 60 min [135,6 (48 -223.2) μUI/ml vs. 55,39 
± 31,34 μUI/ml, p<0,001] y 120 min [75,2 (10.7–161) vs. 23,3 (0,25-46,35) μUI/mL, 
p<0,001], que en los jóvenes sanos normopeso, respectivamente; así como un HOMA-IR 
significativamente mayor para los jóvenes obesos no diabéticos versus los jóvenes sanos 
normopeso [5,89 (2,09-9,69) vs. 1,61 ± 0,62), p<0,001].   
 
El perfil lipídico de los participantes, también mostró diferencias estadísticamente 
significativas entre las cohortes, con mayores niveles en los jóvenes obesos no diabéticos 
respecto a los jóvenes sanos normopeso para el Colesterol Total (188,72 ± 27,96 mg/dL 
vs. 165,73 ± 25,28 mg/dL, p=0.0041), el colesterol LDL (112.79 ± 19.3 mg/dL vs. 97.05 ± 
19.32 mg/dL, p=0.0166), el colesterol VLDL [31,2 (-4,37-39,63) mg/dL vs. 17,63 ± 5,46 
mg/dL, p <0,001] y los TGC [164 (69 -256) mg/dL vs. 90,37 ± 29,77 mg/dL, p<0.001);  
mientras que los niveles de colesterol HDL estuvieron significativamente disminuidos en 
los jóvenes obesos no diabéticos frente a los jóvenes sanos normopeso  [39 (35-43) mg/dL 
vs.  46,97 ± 7,49 mg/dL, p=0.0026].  Finalmente, los niveles séricos de Leptina en ayuno 
fueron significativamente más elevados en los jóvenes obesos no diabéticos frente a los 
jóvenes sanos normopeso [26.75 (17.56-26.9) pg/mL vs. 7.47 (6.74-7.69) pg/mL, p<0,001], 








con niveles significativamente menores en los jóvenes obesos no diabéticos con respecto 
a los jóvenes sanos normopeso, respectivamente (13,23 ± 1,97 μg/mL vs. 15,09 ± 1,92 
μg/mL, p <0,001). 
 
Tabla 3. Caracterización de las variables clínicas, bioquímicas y antropométricas de 
la cohorte de jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos. 
 
VARIABLE Hombres sanos 
normopeso (n=40)  
Hombres obesos no 
diabéticos (n=40)  
P-valor 
Edad (años) 23.40 (21-26.75) 24 (21.15-26.75) 0.6468 
Peso (Kg) 66,75 ± 6,53 115,05 ± 14,42 <0.0001 
Talla (metros) 1,73 ± 0,05 1,75 ± 0,07 0,29 
IMC (Kg/m%	) 22,21 ± 1,85 37,62 ± 4,61 < 0.001 
Circunferencia de cintura (cm) 78,2 ± 4,45 111,06 ± 8,53 < 0.001 
Grasa total (%)   21,13 ± 4,62 45,07 ± 3,83 < 0.001 
PAM (mmHg) 84.24 ± 6.98 100.24 ± 9.82 <0.0001 
Glucosa basal (mg/dL) 82,4 ± 7,7 88 (67,4-97,4) 0.048 
Glucosa 30 min (mg/dL) 115.46 ± 21.05 131.83 ± 24.47 0.0038 
Glucosa 60 min  (mg/dL) 86,87 ± 19,36 113.66 ± 31.06 < 0.001 
Glucosa 120 min  (mg/dL)  75.17 ± 13,75 91.9 ± 27.41 0.0181 
Insulina basal (μUI/mL) 7,93 ± 3,08 27 (12.6 – 41.4) < 0.001 
Insulina 30 min (μUI/mL) 74,1 (6,32-141,88) 217,64 ± 95,69 < 0.001 
Insulina 60 min (μUI/mL) 55,39 ± 31,34 135,6 (48 -223.2) < 0.001 
Insulina 120 min (μUI/mL)   23,3 (0,25-46,35) 75,2 (10.7 -161) < 0.001 
HOMA-IR 1,61 ± 0,62 5,89 (2,09 - 9,69) < 0.001 
CT (mg/dL) 165,73 ± 25,28 188,72 ± 27,96 0.0041 
c-HDL (mg/dL) 46,97 ± 7,49 39 (35 - 43) 0.0026 
c-LDL-colesterol (mg/dL) 97,05 ± 19,32 112.79 ± 19.3   0.0166 








Triglicéridos (mg/dL)   90,37 ± 29,77 164 (69 - 256) < 0.001 
PCR 0.5 (0.05-0.7) 4.2 (4-8.1) < 0.001 
Leptina (ng/mL) 7.47 (6.74-7.69) 26.75 (17.56-26.9) < 0.001 
Adiponectina (μg/mL) 15,09 ± 1,92 13,23 ± 1,97 < 0.001 
Angiopoyetina basal (pg/mL) 929,22 ± 741,72 1018,16 ± 725,06 0,66 
Angiopoyetina 30 min (pg/mL) 853,53 ± 712,93 944,45 ± 668,46   0,63 
Angiopoyetina 60 min (pg/mL) 798,39 ± 592.28 975,01± 667,95   0,33 
Angiopoyetina 120 min (pg/mL)  916,94 ± 826,99 1002,68 ± 821,94     0,71 
    
 
Los datos distribuidos normalmente se presentan como media de la desviación standar (±) y los 
datos no distribuidos normalmente se presentan como medianas o rangos intercuartílicos (IQR).  Si 
las variables en ambos grupos se distribuyen normalmente, se comparan mediante una prueba T. 
Si una o ambas variables no se distribuyen normalmente, se comparan mediante un análisis no 
paramétrico con la prueba de rango con signo de Wilcoxon. Un valor de p <0.05 se consideró 
estadísticamente significativo. HOMA-IR (Evaluación del Modelo de Homeostasis-Resistencia a la 
insulina), IMC (Indice de Masa Corporal), PAM (presión arterial media), CT (colesterol total), c-HDL 
(colesterol de alta densidad), c-LDL (colesterol de baja densidad), c-VLDL (colesterol de muy baja 
densidad), TGC (triglicéridos), PCR (proteína C reactiva ultrasensible). 
 
 
4.2 Estudio de niveles séricos de la Proteína ANGPT-L4  
Los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) para los 
jóvenes obesos no diabéticos y para los jóvenes sanos normopeso, mostraron una alta 
variabilidad entre los individuos, incluso de la misma cohorte.  De manera general, los 
jóvenes obesos no diabéticos mostraron niveles séricos levemente mayores que en los 
jóvenes sanos normopeso, tanto en condiciones de ayuno [1018,16 ± 725,06 vs. 929,22 ± 
741,72, p=0,66], como durante los diferentes tiempos de la PTOG, respectivamente [30 
min (944,45 ± 668,46 vs. 853,53 ± 712,93, p=0,63), 60 min (975,01 ± 667,95 vs. 798,39 ± 
592.28, p=0,33) y 120 min (1002,68 ± 821,94 vs. 916,94 ± 826,99, p=0,71), sin embargo, 
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Figura 9A: Gráfico de caja y bigotes que compara los niveles séricos de la Proteína Asociada 
a Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) entre los jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, 
medidos durante el ayuno (Fasting) y a los 30, 60 y 120 minutos, durante una prueba de 
tolerancia oral a la glucosa (PTOG).  No se observaron diferencias estadísticamente significativas 
entre los jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, durante el ayuno ni los diferentes 
tiempos de la PTOG (p>0,05).  
 
El perfil sérico de los niveles de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4, evaluados en la 
cohorte de humanos durante la PTOG, mostró leves variaciones en los niveles de la 
proteína para los jóvenes sanos normopeso, tras la exposición a las diferentes 
concentraciones de glucosa durante los diferentes tiempos de la PTOG;  mientras que en 








disminuyeron a los 30 minutos y principalmente a los 60 minutos de la prueba.  Sin 
embargo, dichos cambios no fueron estadísticamente significativos para ninguna de las 
cohortes (p>0,05), (figura 9 B y C).  
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Figura 9 B y C.  Niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) 
medidos en jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos durante una prueba de 
tolerancia oral a la glucosa, las curvas muestran el comportamiento de los niveles de la Proteína 
Asociada a Angiopoyetina 4 en los diferentes tiempos durante la PTOG (ayuno, 30, 60 y 120 
minutos) (figura 8B) y se comparan dichas mediciones de acuerdo con la condición metabólica 










4.3  Estudio de correlación entre los niveles séricos de la 
proteína de interés y los parámetros bioquímicos y 
antropométricos  
El análisis de correlación entre los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 
4 (evaluados tras el periodo de ayuno (basal) y los diferentes tiempos de la PTOG, en 
conjunto para la cohorte de jóvenes sanos normopeso y de obesos no diabéticos), con los 
parámetros clínicos, bioquímicos y antropométricos, se muestra en la tabla 4.  En el 
presente estudio, se observaron correlaciones negativas entre ANGPT-L4 basal con el IMC 
(r = -0.0310; p = 0.85), el porcentaje de grasa corporal total (r = -0.0169; p = 0.9197), los 
niveles de glicemia basal (r = -0.1733; p = 0.29), niveles de insulina basal (r = -0.1622; p = 
0.33), el HOMA-IR (r = -0.0372, p =0.329), el colesterol total (r = -0.114, p = 0.493), el 
colesterol LDL (r = -0.1068, p = 0.58), el colesterol VLDL (r = -0.0952, p = 0.56), los 
triglicéridos (r = -0.0822; p = 0.623) y la Leptina (r = -0.022; p = 0.893).  Por otra parte, se 
observaron correlaciones positivas entre los niveles de ANGPT-L4 y el colesterol HDL (r = 
0.024, p = 0.88), la PCR (r= 0.065; p=0.697) y los niveles de Adiponectina (r= 0.182; 
p=0.274).  Adicionalmente, los niveles séricos de ANGPT-L4 evaluada a los 30 minutos de 
la PTOG, se correlacionaron negativamente con los niveles de glicemia (r = -0.124; p=0.45) 
e insulina (r = -0.128; p=0.44) medidos también a los 30 minutos.  Finalmente, los niveles 
séricos de ANGPT-L4 evaluada a los 60 minutos de la PTOG, se correlacionaron 
negativamente con los niveles de glicemia (r = -0.089; p=0.59) e insulina (r = -0.161; 
p=0.33) medidos también a los 60 minutos y de la misma manera, a los 120 minutos para 
los niveles de glicemia (r = -0.147; p=0.37) e insulina (r = -0.237; p=0.15) medidos también 
a los 120 minutos. 
 
Sin embargo, en general ninguna de estas correlaciones mostró un valor de significancia 
estadística (p>0,05), por lo cual se asume que no se encontró una correlación significativa 
entre el perfil sérico de ANGPT-L4 medido durante el ayuno y los diferentes tiempos de la 
PTOG con los parámetros clínicos, bioquímicos y antropométricos que habían sido 









Tabla 4. Correlación de los niveles séricos de ANGPT-L4 con variables clínicas, 
bioquímicas y antropométricas medidos en la cohorte de humanos. 
 
Coeficientes de correlación entre los niveles séricos de ANGPT-L4 medidos durante el ayuno y los 
diferentes tiempos de la PTOG y los parámetros clínicos, bioquímicos y antropométricos, medidos 
en conjunto para la cohorte de jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos.  El análisis 
univariado utilizando el coeficiente de correlación de Pearson o Spearman se realizó de acuerdo 
con la distribución de los datos.  Un valor de p <0,05 se consideró estadísticamente significativo. 
 
4.4  Estudio de Inmunoreactividad en tejidos humanos 
En el estudio de inmunohistoquímica para ANGPTL4 en las muestras de mucosa gástrica, 
mucosa de íleon y del tejido adiposo humano, se observó una inmunorreactividad con 
tinción muy tenue en algunas células parietales de la mucosa gástrica.  En la mucosa del 








enterocitos, tanto de la superficie de las vellosidades como el fondo de las criptas y 
adicionalmente, se observó inmunorreactividad en algunas células inflamatorias que 
estaban presentes allí. La marcación en el tejido adiposo humano evidenció 
inmunoreactividad para ANGPTL4 a nivel del endotelio de los vasos sanguíneos, algunas 
membranas de los adipocitos y también en algunas células inflamatorias como mastocitos. 
Figura 10 
 
Figuras 10: Inmunohistoquímica de ANGPTL4. Estómago de humano (región fúndica) teñido con 
hematoxilina-eosina (A) e inmunoreactividad para ANGPTL4 (B) observadas en 10X. Se observa 
marcación en las células parietales de la mucosa (flecha). Íleon humano teñido con hematoxilina-
eosina (C) e inmunoreactividad para ANGPTL4 en íleon (D) observado en 10X. Se aprecia 
marcación en enterocitos tanto de las vellosidades (flecha roja), como de las criptas (flecha negra); 
el estroma y la túnica muscular son negativos. Tejido adiposo humano teñido con hematoxilina-
eosina y observado en 20X (E), e inmunoreactividad de ANGPTL4 en tejido adiposo observado en 
10X (F). Se aprecia marcación focal de membrana en adipocitos (flecha negra) y de endotelio de 









5.  Discusión: 
 
El estudio realizado en los jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, se 
caracterizó por la selección de un grupo homogéneo de participantes del mismo sexo, en 
un rango de edad similar entre ellos y sin antecedentes personales o familiares que 
pudieran sesgar los resultados.  Muchos estudios han reconocido el efecto del género 
sobre el IMC, con diferencias significativas en el contenido y la distribución de la grasa 
corporal entre los géneros, secundario al efecto de las hormonas sexuales, las diferencias 
en el metabolismo energético y los diferentes niveles de sensibilidad a ciertas hormonas 
como las adipoquinas (leptina y adiponectina) y la insulina 109,110.  
 
Con respecto a la edad de los participantes, algunos estudios han demostrado que los 
mecanismos moleculares que participan en la fisiopatología de la obesidad, se activan 
desde etapas muy tempranas de la vida, sin embargo, el fenotipo obeso se manifiesta con 
mayor frecuencia a partir de la segunda década de la vida, favorecido además por la 
expansión del tejido adiposo durante el crecimiento.  En una etapa más avanzada de la 
vida, se presenta una disfunción mitocondrial en la oxidación de los ácidos grasos que 
promueve el acúmulo de lípidos en los adipocitos y la lipotoxicidad, produciendo  cambios 
disfuncionales en el metabolismo de los lípidos y la glucosa, resistencia a la insulina y el 
desarrollo de las comorbilidades asociadas a la obesidad 111,112. 
 
La caracterización fisiológica de los participantes, permitió demostrar que  las cohortes 
analizadas en el presente estudio fueron claramente representativas del fenotipo 
metabólico de normopeso y de obesidad. El incremento significativo en el IMC y el 
porcentaje corporal de grasa en los jóvenes obesos no diabéticos, explica el incremento  
significativo en los niveles plasmáticos de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), 
necesarias para el transporte del exceso de trigliceridos almacenados.  Por otra parte, 








factores secretados tienen patrones de expresión que están bajo controles nutricionales y 
hormonales 45.   El incremento en los depósitos de grasa en la cohorte de jóvenes obesos 
no diabéticos, explica la liberación proporcional y significativamente incrementada de la 
leptina y la insulina en este grupo.  Se ha demostrado ampliamente, que la obesidad en 
los humanos cursa con una alteración en la vía de señalización hipotalámica de la leptina, 
lo que podría explicar la hiperfagia y la disminución del gasto energético corporal.  Esto 
conlleva a la pérdida de la homeostasis energética y representa la principal analogía con 
el modelo animal de rata Zucker obeso, portador de una mutación en el gen receptor de 
leptina 113.   
 
Se ha demostrado tanto en humanos como en roedores, que la hiperplasia e hipertrofia de 
los adipocitos, favorece un estado proinflamatorio, que conlleva a la alteración en la vía de 
señalización de la insulina en dicha población celular 33.  El estado de resistencia a la 
insulina evidenciado en la cohorte de jóvenes obesos no diabéticos, explica los niveles 
significativamente incrementados de insulina y glucosa en este grupo.  
 
Diferentes estudios han demostrado que muchos de los hallazgos observados en los 
modelos animales son relevantes en la obesidad humana 21,25,114.  Los resultados 
encontrados en el modelo animal de rata Zucker magra y obesa, permitieron identificar a 
ANGPTL4 como un gen relevante en el control de la homeostasis energética corporal.  El  
abordaje traslacional de estos resultados, hacia la cohorte de hombres jóvenes normopeso 
y obesos no diabéticos, se vio favorecida por que el gen ANGPTL4 se conserva 
evolutivamente entre las diferentes especies de mamíferos.  Entre roedores y humanos, 
ANGPTL4 comparte un 73% de identidad de nucleótidos y un 77% de identidad en la 
secuencia de  aminoácidos, entre el genoma Rattus Norvergicus y Homo Sapiens 43.  
Adicionalmente en el genoma humano, el gen ANGPTL4 está localizado en el cromosoma 
19p13.2 y al igual que en el genoma de la rata, este gen cuenta con siete exones y codifica 
para una única proteína secretable y multifuncional llamada “Proteína Asociada a 
Angiopoyetina 4 (ANGPT-L4) ”, la cual presenta las mismas características estructurales, 
sufre las mismas modificaciones postraduccionales, es regulada por los mismos factores 








metabolismo de los lípidos y se ve influenciada por la sensibilidad a la insulina en ambas 
especies 42,45,55.  
 
Los estudios de ANGPTL4 en humanos, han identificado su participación en el 
metabolismo energético, pero se han enfocado en investigar su papel en el desarrollo de 
dislipidemias y riesgo cardiovascular115,116. Los mecanismos fisiopatológicos que 
desencadenan la dislipidemia en los humanos, se correlacionan con el mecanismo por el 
cual, ANGPTL4 regula el metabolismo de los lípidos descrito en el modelo animal.  
De manera relevante, los estudios en humanos han demostrado el carácter multifuncional 
de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 y su participación en muchos otros procesos 
biológicos como la angiogénesis, diferenciación celular, cicatrización de heridas e 
inflamación.  Este carácter multifuncional de la proteína, ha permitido asociar a ANGPTL4 
con una variedad de efectos sobre la salud 45,115.  Al igual que en el genoma de la rata, la 
función de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en humanos, depende del sitio de 
expresión, su presencia en el torrente sanguíneo y la apariencia de la isoforma 43,45,48. 
 
En consonancia con los resultados del análisis sérico de la Proteína Asociada a 
Angiopoyetina 4 en el modelo animal de ratas Zucker magras y obesas, donde se planteó 
que la naturaleza y las características multifuncionales de la Proteína Asociada a 
Angiopoyetina 4, no permitieron establecer una correlación entre los perfiles de expresión 
génica y los niveles séricos de la proteína durante los diferentes estados de alimentación, 
en la cohorte de humanos no se estableció ninguna correlación significativa entre los 
niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 y otras medidas clínicas, 
bioquímicas y antropométricas relacionadas con la obesidad, posiblemente secundario a 
las características y la naturaleza de la proteína también para los humanos,  lo cual es 
expuesto a continuación.  
 
A pesar de la evidencia genética  respecto al papel de ANGPTL4 en la homeostasis de los 
triglicéridos plasmáticos, de manera similar a los resultados del presente trabajo, con 
frecuencia en diferentes estudios no se logra establecer una correlación significativa entre 








adiposidad 49,115-117.  Este resultado podría ser explicado en base a que la Proteína 
Asociada a Angiopoyetina 4 se une a la enzima LPL a nivel subendotelial, inactivando una 
parte de ella, mientras que la otra parte de la enzima LPL se ve protegida de dicha 
inhibición por su proteína transportadora, logrando alcanzar la luz vascular donde ejerce 
su acción 44,49,50,117.  De esta manera, las concentraciones plasmáticas de ANGPT-L4 no 
reflejarían el nivel de unión a la enzima LPL y no representarían plenamente la actividad 
funcional metabólica de ANGPT-L4.  Por otra parte, ANGPT-L4 circulante no es el único 
determinante de la acción de la LPL, sino que otras Angiopoyetinas, proteínas 
transportadoras, apolipoproteinas e inclusive los mismos ácidos grasos, por mecanismos 
diferentes a ANGPT-L4, pueden regular la actividad de la enzima LPL 49,59.   
 
En el presente estudio, los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en 
la cohorte de jóvenes sanos normopeso y obesos no diabéticos, mostraron una alta 
variabilidad interindividual.  Diferentes estudios han reconocido que ANGPT-L4 es una 
proteína notablemente dinámica con drásticas variaciones en sus niveles séricos entre los 
individuos 43,49.  Esto puede deberse a diferentes factores que influyen tanto en su 
expresión, como en las modificaciones postraduccionales de su proteína dándole un 
carácter multifuncional 51,55.  Por tanto, los niveles séricos de la Proteína Asociada a 
Angiopoyetina 4, representan la expresión integrada de ANGPTL4 en los diferentes tejidos 
ante diferentes estímulos, tanto metabólicos como no metabólicos 45.  Recientemente, 
también se ha reconocido un papel regulador de ANGPTL4 en la ingesta de alimentos, 
control de la homeostasis energética y la adiposidad, mediante la modulación de la 
actividad de AMPK (proteína quinasa activada por AMP) en el hipotálamo.  Esto ha 
permitido demostrar su participación en el control del balance energético a través otros 
mecanismos diferentes a los descritos a nivel periférico 118,119. 
 
Aunque las diferencias entre los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 
4 entre los jovenes sanos normopeso y obesos no diabéticos medidos durante la PTOG, 
no fueron estadísticamante significativas, los niveles séricos de la proteina en los jóvenes 
obesos no diabéticos, estuvieron levemente más elevados que en los jóvenes sanos 








la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 en el modelo animal de rata Zucker presentados 
en este estudio, diferentes autores han encontrado que el nivel sérico de dicha proteína en 
los humanos obesos es mayor.  Kroupa et al. demostraron que existe una regulación 
alterada de ANGPTL4 a los cambios de ayuno/alimentación en los humanos obesos con y 
sin diabetes mellitus tipo II, permaneciendo con niveles sericos de su proteína 
persistentemente mas elevados que en los humanos normopeso 59.  Dichas observaciones 
se podrían explicar por el estado de resistencia a la insulina característico de los 
organismos obesos y que se evidenció en los jóvenes obesos no diabéticos del presente 
estudio, así como por los niveles elevados de los ácidos grasos característicos de la 
obesidad, que incrementan los niveles de ANGPTL4120.   Esto sugiere que en los humanos 
obesos, como en el modelo animal de rata Zucker, también se podría presentar una 
desregulación en la expresión de ANGPTL4 y en la secreción de su proteína, así como la 
presencia de niveles elevados de dicha proteína secundarios a su participación en el 
desarrollo de la obesidad, a través de otros mecanismos no relacionados con la inhibición 
de LPL, los cuales han sido mencionados previamente en el capítulo 1 76,121.  
 
Los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 medidos en la cohorte de 
humanos, en respuesta a la exposición a las diferentes concentraciones de glucosa 
durante la PTOG, variaron muy levemente y no mostraron cambios estadísticamente 
significativos. Dichos hallazgos se encuentra en consonancia con varios estudios como el 
de  Vienberg et al, en el cual se evaluó la expresión de ANGPTL4 en ratones silvestres y 
mutantes para ANGPTL4, tras inducir un estado de hiperglicemia con posterior 
administración intraperitoneal de insulina,  demostrando que los niveles de ANGPTL4 no 
fueron regulados directamente por la glucosa sino por la insulina 56,57,122.   En este sentido, 
las variaciones encontradas en los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 
4 en el presente trabajo, aunque no significativas, se correlacionaron con los cambios 
esperados en los niveles de insulina durante los diferentes tiempos de la PTOG.  Los 
cambios en los niveles séricos de la Proteína Asociada a Angiopoyetina 4 durante la PTOG 
en el grupo de jóvenes normopeso, aunque fueron leves, tuvieron una disminución a los 
60 minutos de la prueba, tiempo en el cual, se esperaba que los niveles de insulina fueran 








característicamente resistencia a la insulina, se perdió la capacidad de regular a la baja los 
niveles de ANGPTL4. 
El estudio de inmunolocalización de ANGPL4 en las muestras de mucosa gástrica,  
mucosa de íleon y el tejido adiposo humano, se correlacionó parcialmente con los 
hallazgos reportados en la inmunohistoquimica de los mismos tejidos en el modelo animal.  
Al igual que en las ratas zucker del presente estudio, en la mucosa de íleon humano se 
evidenció la expresión citoplasmática de ANGPTL4 en todos los enterocitos y a lo largo del 
eje cripta-vellosidad, como había sido reportado previamente por Alex et al., quienes 
consideraron que dichas células podían tener las características de células 
enteroendocrinas, con granulos secretores de ANGPTL4 en su interior y localizadas de 
manera dispersa en el epitelio del intestino delgado humano 52.    
 
Por otra parte, la inmunoreactividad de ANGPTL4 en el tejido adiposo humano identificada 
en el presente estudio, también fue muy similar a la demostrada en el tejido adiposo del 
modelo animal, con marcación positiva para ANGPTL4 en el endotelio vascular del tejido 
adiposo y en las membranas del adipocito, donde informa la literatura que la Proteína 
Asociada a Angiopoyetina 4 cumplen su principal función metabólica 43,59. 
 
A diferencia de la mucosa gástrica en las ratas Zucker, donde se evidenció 
inmunoreactividad para ANGPTL4 en las células principales, en la mucosa gástrica 
humana la marcación para ANGPTL4 fue mas tenue y predominó en las células parietales.  
Estos hallazgos, podrían estar en consonancia con lo informado hasta el momento en la 
literatura, donde se reporta que la expresión de ANGPTL4 a nivel gástrico es escasa 123.  
Sin embargo, la mayoría de los estudios se han centrado en investigar al tejido adiposo, 
mientras que los reportes en intestino delgado y en la mucosa gástrica son muy escasos y 
se requieren una mayor investigación a éste nivel.  
 
En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio tanto en el modelo animal de 
rata Zucker como en los humanos, contribuyen a la comprensión de la fisiología y la 








nivel gastrointestinal involucrados en el mantenimiento de la homeostasis energética como 
el gen ANGPTL4, cuya desregulación podría contribuir al desarrollo de la obesidad. El 
abordaje translacional de los resultados obtenidos en el modelo animal de rata Zucker 
hacia el humano durante el presente estudio, sugiere que muchos de los efectos 


























III.  Conclusiones y recomendaciones 
 
     Conclusiones 
1. Los análisis del transcriptoma obtenido por metodología mRNA-seq a partir de 
muestras de mucosa gástrica y de íleon en el modelo animal de rata Zucker magra 
y obesa, permitieron identificar a Angptl4, Igf1r, SIK1, Tm4sF5, Fabp1 y Igfbp3, 
como nuevos genes a nivel gastrointestinal involucrados en la regulación de la 
homeostasis energética, los cuales podrían ser investigados posteriormente.   
 
2. Del grupo de nuevos genes identificados, se reconoció a ANGPTL4 como un gen 
relevante involucrado en la regulación del metabolismo lipídico y la adiposidad, 
recientemente descrito tanto en humanos como en roedores y con escasos reportes 
a nivel gastrointestinal, lo cual nos permitió contribuir a su conocimiento.  
 
3. Los cambios en los perfiles de expresión de ANGPTL4, identificados en las ratas 
Zucker magras durante las diferentes condiciones analizadas en el presente 
estudio, permitieron demostrar que su regulación constituye un evento importante 
para la salud metabólica del organismo; mientras que su desregulación, 
evidenciada en las ratas Zucker obesas durante el presente estudio, podría alterar 
la respuesta fisiológica del sistema de Lipoprotein lipasa a los cambios de ayuno y 
alimentación, contribuyendo con la fisiopatología de la obesidad. 
 
4. El presente trabajo describe por primera vez el comportamiento de ANGPTL4 
durante la realimentación en el modelo animal de rata Zucker y sugiere que el 
incremento de su expresión a nivel intestinal puede obedecer a un posible 
mecanismo de protección contra la lipotoxicidad, que adicionalmente contribuye al 









5. La evaluación de los perfiles séricos de la proteína codificada por ANGPTL4 en el 
modelo animal y humano, durante el presente estudio, puso en evidencia el 
comportamiento dinámico de esta proteína, probablemente secundario a su 
naturaleza y carácter multifuncional, sin que esto invalide su participación como 
una señal endocrina que regula el metabolismo de lípidos y el balance energético 
corporal. 
 
6. Los análisis de inmunohistoquímica realizados en tejidos de rata Zucker y humanos 
en el presente estudio, de manera novedosa describen la inmunolocalización de 
ANGPTL4 a nivel de la mucosa gástrica y confirman su inmunolocalización a nivel 
de la mucosa de íleon y el tejido adiposo, que había sido descrita previamente en 
la literatura. 
  
7. El abordaje traslacional de los resultados obtenidos en el modelo animal de rata 
Zucker al humano durante el presente estudio, sugiere que muchos de los 
hallazgos encontrados en el modelo animal podrían ser relevantes también para la 
obesidad humana. 
 
8. El perfil de expresión evidenciado en las ratas Zucker magras y obesas podría 
reflejar el comportamiento del gen Angptl4 en los humanos normopeso y obesos 
no diabéticos, sugiriendo que el estado de resistencia a la insulina, los niveles 
plasmáticos de los ácidos grasos y las alteraciones en la microbiota intestinal en 
los humanos, podrían representar los factores mas relevante para la desregulación 
de ANGPTL4 y su participación en la fisiopatología de la obesidad humana. 
 
9. En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio contribuyen a la 
comprensión de la fisiopatología de la obesidad y sugiere a ANGPTL4, como factor 
Intestinal y endocrino que podría ser tenido en cuenta en el diseño de estrategias 












     Recomendaciones 
 
1. Dada la importancia que tiene el sistema gastrointestinal dentro del mecanismo de 
regulación homeostática corporal, resulta valioso ampliar las investigaciones a este 
nivel, debido a que la mayoría de los estudios, se han enfocado hacia el tejido 
adiposo.  En este sentido, ANGPTL4 intestinal, ha mostrado ser un gen relevante 
y recientemente descrito que podría representar un potencial blanco terapéutico 
para el control del metabolismo lipídico y la adiposidad. 
 
2. Dada la naturaleza dinámica y el carácter multifuncional de la proteína ANGPT-L4, 
se recomienda que las nuevas investigaciones relacionadas con el papel 
metabólico de ANGPT-L4 requieran el planteamiento de estrategias metodológicas 
muy específicas para la detección aislada de la fracción N-terminal, responsable de 
la función metabólica. 
  
3. Debido al interés cada vez mayor en el papel de la comunidad microbiana en el 
desarrollo de la obesidad, las investigaciones adicionales en humanos y roedores 
podrían aclarar aun más los efectos de la microbiota intestinal al estimular la 
expresión de ANGPTL4 y podrían dirigirse a la modulación dietética del ambiente 
microbiano intestinal para afectar moléculas clave como ANGPTL4 involucrada en 













IV.  Lista de Anexos 
 
Anexo A:  Curvas de ganacia de peso en las ratas macho Zucker magras (Male Lean) y 











Anexo B:  Análisis de calidad de las lecturas secuenciadas por mRNA-seq,  utilizando 
FastQC-ReadQC (versión 0,52) sobre cada una de las muestras, se describe en la 
siguiente tabla. 
Tabla: Descripción estadística de las secuencias. 
 
 
El número de secuencias leídas estuvieron en un rango de 2.5-25 millones de pb, la calidad 
de secuencia por base correspondió en todos los casos a la categoría de muy alta calidad, 
la calificación de la calidad de secuencia mostró en todos los casos un Score Phres >30 
en cada muestra analizada; el porcentaje de GC fue de 48-49% coincidente con la 
distribución teórica esperada. Todas las secuencias tuvieron una longitud de 100pb, 
durante el alineamiento no se detectaron outliers.  Estos parámetros indican claramente 
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